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RESUMO 
H. seropedicae foi estudado no contexto do metabolismo de fontes 
alternativas de nitrogênio. A provável existência de um gene do tipo nac no 
genoma deste organismo foi investigada. Para isso inicialmente caracterizamos o 
crescimento da estirpe mutante ntrC, DCP286A, em fontes alternativas de 
nitrogênio porque sabia-se através do estudo em outros organismos que o gene 
nac é dependente da proteína NtrC-P para sua expressão. Os resultados da 
análise fisiológica da utilização de fontes alternativas de nitrogênio mostraram a 
dependência parcial ou total da proteína NtrC-P para o catabolismo da uréia, L-
alanina, L-serina e L-prolina. Um modelo de regulação foi proposto mostrando o 
provável envolvimento da proteína NtrC-P na utilização dessas fontes de 
nitrogênio. Uma pesquisa no banco de dados do Genopar indicou a presença de 
três prováveis proteínas do tipo Nac (Nacl, Nac2 e Nac3) e as análises 
comparativas revelaram que essas proteínas estão em regiões distintas do 
genoma. As seqüências de aminoácidos das proteínas do tipo Nac de H. 
seropedicae foram traduzidas e comparadas entre si e os dados revelaram 
apenas 7,8% de identidade e 23 % de similaridade. Estas seqüências foram 
também alinhadas com as ortólogas Nac de E. coli e K. aerogenes. Os dados 
revelaram maior identidade para a proteína do tipo Nacl (27% de identidade), 
seguida da Nac2 (22%) e Nac3 (16%). Essas proteínas são pertencentes à 
família LysR de reguladores transcricionais e apresentam um motivo hélice-volta-
hélice na região N-terminal que é o fragmento mais conservado dessas três 
proteínas e portanto, característica de todas LTTRs. A provável região promotora 
do gene do tipo Nacl foi clonada no vetor de transcrição pMP220 originando a 
fusão pnacl::/acZ. A análise da expressão de pnacl revelou que a proteína NtrC-
P não é um ativador da transcrição desse gene. Os resultados sugerem que as 
proteínas do tipo Nacl, Nac2 e Nac3 apresentam funções diferentes das 
proteínas Nac já estudadas e talvez e provavelmente sem envolvimento com o 




1.1 Fixação Biológica do Nitrogênio 
A vida neste planeta depende de reciclagem de elementos como carbono, 
oxigênio, enxofre, nitrogênio. O nitrogênio, depois o carbono, hidrogênio e 
oxigênio, é o elemento químico quantitativamente mais abundante na matéria 
viva e constitui aproximadamente 79% da atmosfera terrestre na sua forma 
molecular N2, conhecida como dinitrogênio ou nitrogênio molecular. Entretanto, 
por estar em sua maioria na atmosfera, é um dos elementos mais escassos nos 
solos e é metabolicamente indisponível para a maioria dos seres vivos. 0 
elemento nitrogênio é um constituinte essencial da matéria viva porque 
constituem as principais macromoléculas orgânicas: proteínas e ácidos nucléicos 
(POSTGATE, 1982). 
O processo de redução industrial do N2 pode ocorrer quimicamente a altas 
temperaturas e pressões pelo processo conhecido como Haber-Bosch, o qual 
emprega uma mistura de H2 e N2 submetida a temperaturas de 400 a 500°C e 
pressões de milhares de kilopascals (kPa), pois a molécula de dinitrogênio é 
constituída por dois átomos de nitrogênio unidos por uma tripla ligação diazo, 
extremamente estável e requer uma alta energia de ativação para reagir com 
outros compostos (SCHLOGL, 2003). 
A obtenção de nitrogênio pela maioria dos organismos vivos ocorre através 
de compostos orgânicos como aminoácidos ou nucleosídeos e através de 
compostos inorgânicos, mais comumente sais de nitrato e amónio. Na natureza 
existem grupos de bactérias que reduzem o nitrato presente no solo a 
dinitrogênio (N2) atmosférico. Essa via de redução do ciclo do nitrogênio é 
chamada de denitrificação e alguns gêneros responsáveis por esse processo 
incluem: Pseudomonas, Micrococcus e Thiobacillus. Portanto, a denitrificação 
causa uma grande perda do nitrogênio biológico presente na água e solo. 
Entretanto, um número restrito de microrganismos chamados de 
diazotrofos, isoladamente ou em simbiose, sintetiza um complexo enzimático 
chamado nitrogenase, capaz de reduzir a molécula de nitrogênio combinando 
seus átomos com hidrogênio formando amónia, sob condições ambientes de 
temperatura e pressão, pelo processo chamado de fixação biológica de nitrogênio 
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(UONES, 1979). 
Os diazotrofos são responsáveis pelo processo de compensação da grande 
perda de nitrogênio na atmosfera (POSTGATE, 1998) e contribuem com 
aproximadamente 60% do nitrogênio fixado no planeta sendo, portanto, 
essenciais para a manutenção do ciclo do nitrogênio (BURNS e HARDY, 1975). 
As estimativas da fixação biológica do nitrogênio da atmosfera são 
bastante imprecisas, mas sabe-se que a fixação industrial para a produção de 
fertilizantes nitrogenados representa uma parcela muito menor que o total do 
nitrogênio fixado biologicamente pela natureza (POSTAGATE, 1998). 
Os diazotrofos podem ser simbióticos, de vida livre ou associativos. Os 
diazotrofos simbióticos formam nódulos de fixação nas leguminosas e os mais 
intensamente estudados devido as suas importâncias agronômicas são da família 
Rhizobiacae. Dentre os microrganismos de vida livre destacam-se as espécies 
Rhodobacter capsulatus, Azotobacter vinelandii, Klebsiella pneumoniae e 
Clostridium pasteurianum. Entre os associativos, Azospiríllum brasilense, 
Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae merecem destaque, e 
estes dois últimos também recentemente denominado endofíticos encontram-se 
no interior de raízes, colmos e folhas de gramíneas como trigo, milho, sorgo e 
cana-de-açúcar (BALDANI et al. 1986; DOBEREINER, 1992a, 1992b). 
Embora as plantas e animais vivam em um ambiente abundante de 
nitrogênio, por ser inacessível são necessários suplementos com derivados de 
alto custo deste elemento nos sistemas agrícolas. Portanto, a fixação biológica do 
nitrogênio representa uma economia nacional de milhões de toneladas de uréia e 
nitrato, principalmente na soja que é cultivada utilizando o N2 obtido pela fixação 
em simbiose com rizóbio. Em relação a fertilizantes nitrogenados, a produção 
brasileira é de 1 milhão de toneladas para uma demanda de 1,7 milhões, sendo 
esta diferença suprida pela importação (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 
PECUÁRIA E ABASTECIMENTO, 2003). 
1.2 O complexo NITROGENASE 
Os diazotrofos fixam nitrogênio porque possuem genes que codificam 
proteínas que compõem um complexo enzimático denominado nitrogenase. Este 
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complexo é composto por duas metaloproteínas: a proteína ferro (proteína Fe) e 
a proteína molibdênio-ferro (proteína MoFe) (GEORGIADIS et al., 1992; DEAN et 
al., 1993). A proteína Fe assimila elétrons provenientes do metabolismo do 
organismo transferindo-os para a proteína MoFe que possui um cofator metálico 
chamado FeMoco onde se liga o nitrogênio (GEORGIADIS et al., 1992). 
O complexo não é altamente específico podendo reduzir vários substratos 
diferentes contendo dupla ou tripla ligação (acetileno, cianeto de hidrogênio, 
óxido nitroso e ciclopropeno) (POSTGATE, 1982). A redução do acetileno a 
etileno tem sido o método de determinação da atividade da nitrogenase 
(SCHOLLHORN e BURRIS, 1967). 
A reação catalisada pelo complexo nitrogenase (POSTGATE, 1982) segue 
abaixo: 
N2 + 10H+ + 8e" + 16Mg.ATP • 2NH4+ + H2 + 16Mg.ADP + 16P/ 
A fixação de nitrogênio pelos diazotrofos requer condições favoráveis 
como: ausência de amónia, baixas tensões de oxigênio, presença de molibdênio 
e temperatura adequada (POSTGATE, 1982). 
Esta reação envolve um alto custo energético para a célula, por essa razão 
este processo é extremamente regulado tanto na atividade da nitrogenase como 
na expressão de seus genes (POSTGATE, 1982). O processo de regulação do 
metabolismo de nitrogênio tem sido intensamente estudado em diversos 
organismos. 
1.3 Assimilação do Nitrogênio 
Glutamato e glutamina são os principais doadores de nitrogênio para as 
reações biossintéticas de todas as células. As reações catalisadas pelas enzimas 
responsáveis pela biossíntese de glutamato e glutamina (MERRICK e EDWARDS, 
1995) estão representadas a seguir. 
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Reações da incorporação de nitrogênio: 
IMH3 + glutamato + ATP s s ^ glutamina + ADP + Pi 
Glutamina + 2-cetoglutarato + NADPH GOGAT 2 glutamato + NADP+ 
A glutamina sintetase (GS) é uma enzima codificada pelo gene glnA cuja 
expressão é regulada dependendo dos níveis de nitrogênio celular e sua 
atividade pode ser regulada por modificação covalente reversível (REITZER e 
MAGASANIK, 1985). A GS pode ser adenililada em suas 12 subunidades idênticas 
e esta modificação pós-traducional ocorre em resposta a um aumento no 
nitrogênio intracelular (DEUEL e STADTMAN, 1970; JANSSEN eta/., 1988). Essa 
regulação é importante para a manutenção dos níveis de glutamato em 
condições de aumento de amónio permitindo um rápido crescimento ou em baixo 
amónio economizando ATP para sintetizar glutamina (reação catalisada pela GS 
no esquema acima). A enzima que catalisa a adenililação da GS é a 
adenililtransferase (ATase) e esta é codificada pelo gene glnE (MERRICK e 
EDWARDS, 1995). 
A síntese de GOGAT é reprimida num meio rico em nitrogênio na forma de 
aminoácidos, bases de ácidos nucléicos e amónia pelo regulon Lrp (leucine-
responsive regulatory proteins) (ERNSTING etal., 1993). 
A incorporação do amónio via GS/GOGAT ocorre em níveis de 0,1 mmol/L. 
Em alguns organismos, inclusive enterobactérias, o amónio em níveis próximos 
de lmmol/L é assimilado pela enzima glutamato desidrogenase (GHD). Esta 
enzima é codificada pelo gene gdhk (MERRICK e EDWARDS, 1995). A reação 
catalisada pela GDH é: 
NH3 + 2-cetoglutarato + NADPH GDH • glutamato + NADP+ 
Em síntese, a via GDH é utilizada quando as células crescem em alta 
concentração de nitrogênio, enquanto que a via GS/GOGAT ocorre em condições 
limitantes de nitrogênio. 
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1.4 Sistema de Regulação do Nitrogênio (Ntr) na família de 
Enterobacteriaceae 
O amónio é a fonte preferencial de nitrogênio para o crescimento 
bacteriano sendo que proporciona a maior velocidade de crescimento, no entanto 
outras fontes de nitrogênio podem ser utilizadas por bactérias. A utilização das 
diversas fontes alternativas de nitrogênio é regulada por um sistema de 
proteínas extremamente regulado e responsável pelo metabolismo do nitrogênio 
celular. A síntese e, em alguns casos, a atividade destas proteínas é regulada 
pela disponibilidade de NH4+ no meio (MERRICK e EDWARDS, 1995). 
O sistema de regulação do nitrogênio (Ntr) é composto por quatro 
proteínas: GlnD (produto do gene glnD) que possui atividades de 
uridililtransferase ou enzima removedora de uridilil (UTase/UR), PII e um sistema 
de dois componentes composto pela proteína histidina quinase NtrB e sua 
proteína regulatória NtrC codificados pelos genes ntrB e ntrC respectivamente 
(MERRICK e EDWARDS, 1995). 
Em meio limitante de nitrogênio (Figura 1) a relação glutamina/2-
cetoglutarato diminui e a proteína GlnD uridilila PII em cada uma das 3 
subunidades e essa forma resultante é a PII(UMP)3. A proteína PII uridililada 
promove a atividade da ATase de desadenililação da GS, ativando-a. Ainda, em 
condições limitantes de nitrogênio, a proteína PII uridililada favorece que a 
proteína NtrB atue na fosforilação da proteína ativadora de transcrição NtrC, 
resultando na forma NtrC-P que age como ativadora de promotores do tipo o54 
(ARCONDÉGUY, 2001). 
Inversamente, sob condições suficientes de amónio no meio, a atividade 
enzima removedora de uridilil (UR) da GlnD predomina e PII é desuridililada. 
Nesta forma PII promove a atividade de adenililação da Atase e GS passa a GS-
AMP. A UTase/UR e PII agem como sensores do nitrogênio intracelular. Nessas 
mesmas condições, a proteína NtrB apresenta atividade fosfatásica sob NtrC 
inativando-a (MERRICK e EDWARDS, 1995; ARCONDÉGUY, 2001). 
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NtrB 
Figura 1. Esquema do sistema Ntr em E. coli (MERRICK e EDWARDS, 1995) 
O gene que codifica a glutamina sintetase (GSI), a qual está envolvida na 
assimilação de amónio em E. coli, glnA, é expresso por dois promotores glnApl 
e glnApl. Este gene faz parte de um operon glnAntrBC onde os produtos dos 
genes ntrB e ntrQ, NtrB e NtrC são co-transcritos (NINFA, REITZER e 
MAGASANIK, 1987). 
Em E. coli, sob condições suficientes de nitrogênio, glnA é expresso por 
glnApl a qual é transcrito pela RNA polimerase utilizando a subunidade Ea70. Sob 
condições limitantes de nitrogênio, a expressão de glnA ocorre a partir de 
glnaAp2, um promotor reconhecido pela subunidade a54. Estes promotores são 
dependentes de uma proteína ativadora e neste caso, glnAp2 é ativado pela 
forma fosforilada de NtrC que se liga a dois sítios, a 110 e 140 pb a montante do 
início de transcrição. Portanto, a proteína NtrC fosforilada sobrepõe a região 
glnApl e serve para reprimir a expressão de glnApl enquanto ativa a transcrição 
de glnAp2 pela RNA polimerase contento o fator a54 (MERRICK e EDWARDS, 
1995). 
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1. 5 A proteína NtrC 
Os genes ntrBC foram identificados em Azotobacter vinelandii 
(TOUKDARIAN E KENNEDY, 1986), Vibrio (MAHARAJ et al., 1989), Proteus 
vulgaris alginolyticus (STEGLITZ-MORSDORF, MORSDORF e KALTWASSER, 
1993), Thiobacillus ferroxidans (KILKENNY, BERGER E RAWLINGS, 1994), 
Rhizobium leguminosarum (MORENO et al., 1992), Bradyrhizobium japonicum 
(MARTIN, CHAPMAN E CHELM, 1988), Azorhizobium caulinodans (PAWLOWSKI, 
et al., 1987), Agrobacterium tumefaciens (ROSSBACH, SCHELL e BRUDN, 1987), 
Rhodobacter capsulatus (KRANZ e HASELKORN, 1985), Azospirillum brasilense 
(LIANG, ARSENE e ELMERICH, 1993), Herbaspirillum seropedicae (PERSUHN et 
al., 2000), e ainda em alguns outros organismos como exemplo Shewanella 
violacea (IKEGAMI et al., 2000), Brucella suis (DORREL et al., 1999). A ligação 
glnA e ntrBC em um mesmo operon foi observado somente em Vibrio 
alginolyticus, Proteus vulgaris, A. vinelandii. (MERRICK e EDWARDS, 1995), E. 
coli (REITZER e MAGASANIK, 1985), K. pneumoniae (ESPIN et al., 1982) e H. 
seropedicae (PERSUHN et al.r 2000). 
Em enterobactérias, os genes transcricionalmente regulados pelas 
proteínas NtrBC incluem g/nAntrBC (REITZER e MAGASANIK, 1985); genes que 
codificam sistemas de transporte para glutamina (g/nHPQ) (NOHNO E SAITO, 
1987), arginina (argJ) e histidina (h/sJQMP) (SCHMITZ et al., 1987); os genes 
necessários para a assimilação de nitrato e nitrito (nasFEDCBA) (GOLDMAN, LIN 
e STEWART, 1994); os genes regulatórios da fixação do nitrogênio nifLA de K. 
pneumoniae (ESPIN et al., 1982) e o gene de regulação do controle de 
assimilação do nitrogênio (nac) de K. pneumoniae (COLLINS, GUTMAN e LAMAN, 
1993), K. aerogenes (MACALUSO, BEST e BENDER, 1990), E. coli (MUSE e 
BENDER, 1998), além de Salmonella typhi (SHERBURNE et al., 2000). 
Até 2000 havia sido descrito que a proteína NtrC em E. coli controla 25 
operons, o que equivale aproximadamente 2% dos genes presentes nesse 
organismo (ZIMMER et al., 2000). Sob controle direto de NtrC foram descritos os 
genes do operon gln/Kntr&C, glnKamtB, os operons relacionados ao transporte de 
glutamato (g/tIJKL), glutamina (g/nHPQ), D-ala (ddpX ABCDE), histidina 
(/7/SJQMP), aminoácidos básicos (argT), aminoácidos polares (y/ídWXYZ), 
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regulador do transporte de cátions (chaBC), o operon relacionado ao catabolismo 
de arginina (astCADBE), regulador do metabolismo de enxofre (c/ô), nar (nitrato 
redutase) e o gene nac (ZIMMER et al., 2000). 
Mutantes do gene ntrC de proteobactérias em geral apresentam deficiência 
de crescimento em nitrato, como ocorre em H. seropedicae (MERRICK e 
EDWARDS, 1995; PERSUHN et aí., 2000). 
1.6 Regulação da proteína NtrC 
Para ativar a transcrição de seus genes alvo NtrC precisa estar em sua 
forma fosforilada NtrC-P (NINFA, REITZER e MAGASANIK, 1987). Essa proteína 
possui três domínios distintos (DRUMMOND, WHITTY e WOOTTON, 1986). O 
domínio central é característico das proteínas ativadoras dependentes de a54 (aN) 
o qual interage com a RNA polimerase contendo a 5 4 (EaN) para ativar a 
transcrição por esta enzima. A NtrC-P possui uma atividade ATPase que é 
essencial para a formação do complexo aberto pela a54 (AUSTIN e DIXON, 1992). 
Esta atividade ATPase é estimulada pela ligação ao DNA e pela fosforilação no 
domínio N-terminal (MERRICK e EDWARDS, 1995). 
A ligação ao DNA é mediada pelo domínio C terminal o qual contém um 
motivo típico hélice-volta-hélice (CONTRERAS e DRUMMOND, 1988). Este motivo 
permite o reconhecimento pela NtrC-P de seqüências ativadoras e 
intensificadoras a montante (upstream), que estão localizadas cerca de 100pb da 
seqüência promotora onde Ea54 se liga. A determinação do sítio de ligação da 
proteína NtrC-P levou a uma seqüência consenso GCAC-N5-TGGTGCA (REITZER 
e MAGASANIK, 1985). A função da seqüência intensificadora é facilitar a 
oligomerização da proteína que é requerida para a ativação transcricional e 
segurar a NtrC-P próximo ao promotor e assim aumentar sua freqüência de 
contato com ECT54 (KLOSE et aí., 1994; WEDEL etal., 1991). 
Em alguns fixadores de nitrogênio estudados como H. seropedicae, NtrC-P 
é essencial para a fixação de nitrogênio devido à ativação dos genes da nifA e 
glnAntrBC sob condições limitantes de nitrogênio (PEDROSA et a/., 2001; 
PERSHUN et al., 2000). Em E. coli e Azorhizobium caulinodans a expressão do 
operon glnKamtB é controlada por NtrBC (VAN HEESWIJK, 1996; MICHEL-
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REYDELLET et al. 1998). Em A. brasilense NtrBC estão presentes porém não são 
necessários para ativar os genes da fixação de nitrogênio (LIANG, ARSENE e 
ELMERICH, 1993). 
1.7 O gene rpoN 
Esse gene codifica para o fator a5 4 também conhecido como aN (HUNT e 
MAGASANIK, 1985). Ainda que o fator a 5 4 seja capaz de se ligar ao DNA na 
ausência da enzima RNA polimerase, sua afinidade é intensamente aumentada 
no contexto de holoenzima (associada a RNA polimerase) (BUCK e CANNON, 
1992). Esse fator confere à enzima RNA polimerase a habilidade de reconhecer e 
iniciar a transcrição de promotores bacterianos tipo -24/-12. A holoenzima RNA 
polimerase contendo o fator a 5 4 se liga aos promotores -24/-12 para formar um 
complexo fechado estável e transcricionalmente silencioso. A transcrição se inicia 
quando a holoenzima Eo54 forma um complexo transcricionalmente aberto, um 
processo dependente da hidrólise de ATP (WANG, CAREY e GRALLA, 1992). 
Em 2001 REITZER e SCHENEIDER encontraram que em E. coli, 
aproximadamente 30 operons são dependentes do fator a54 e que a metade 
destes operons está envolvida no metabolismo de nitrogênio. Os genes 
envolvidos no metabolismo de nitrogênio que são dependentes do fator a54 em E. 
coli são o operon glnKamtB (glriK paráloga de PII que atua como sensor em 
baixos níveis de amónio impedindo a inibição da fixação de nitrogênio em K. 
pneumoniae (HE et al., 1998; JACK, ZAMAROCZY e MERRICK, 1999) e amtB 
transportador de amónio, astCADBE (catabolismo de arginina), nac (controle de 
assimilação de nitrogênio), glnALG (assimilação de nitrogênio e regulação da 
resposta do sistema Ntr) glnHPQ (transporte de glutamina), argT-hisJQMP 
(transporte de arginina e histidina) ycjJ (suposto transportador de aminoácidos) 
(REITZER e SCHENEIDER, 2001). 
RpoN em A. brasilense está envolvida na ativação da fixação de nitrogênio, 
crescimento em nitrato, transporte de amónio e biossíntese de flagelo 
(MILCAMPS eia/., 1996). 
Em H. seropedicae o gene rpoN é transcrito em um operon e estirpes 
mutantes desse gene são deficientes no transporte de metilamônio (REGO -
Introdução 10 
comunicação pessoal). 
1.8 Controle de Assimilação de Nitrogênio: o produto do gene nac 
Um conjunto de enzimas reguladas pela disponibilidade de nitrogênio 
celular e envolvidas na utilização de fontes alternativas de nitrogênio na ausência 
de amónia, é dependente da expressão do gene nac em K. aerogenes e E. coli 
(SCHWACHA e BENDER, 1993a; MUSE e BENDER, 1998). A proteína Nac em K. 
aerogenes e E. coli é um dímero, com massa molecular de 32 kDa por 
subunidade e é um membro da família LysR de reguladores transcricionais 
(SCHWACHA e BENDER, 1993a). Acredita-se que a família LysR seja a maior 
família de proteínas regulatórias em procariontes e atualmente são reconhecidos 
~800 reguladores transcricionais pertencentes às LTTRs (LysR Type 
Transcriptional Regulators) (ZAIM e KIERZEK, 2003), na grande maioria como 
dímeros, de tamanhos similares (300-350 aminoácidos) e autoregulatórios 
(SCHELL, 1993; SCHWACHA e BENDER, 1993a). LysR é uma proteína reguladora 
transcricional da biossíntese de lisina em E. coli e como LysR foi o primeiro 
membro deste grupo a ser estudado detalhadamente, este grupo é conhecido 
como família LysR (HENIKOFF et al., 1988). 
Estudos e análises de similaridade entre os membros LTTRs identificaram 
um domínio N-terminal (aproximadamente os 60 primeiros resíduos de 
aminoácidos) que contém o motivo hélice-volta-hélice (HTH) responsável pela 
ligação ao DNA. A porção central (resíduos 21-40) dessa região altamente 
conservada representa a estrutura e função do motivo HTH; dois domínios 
envolvidos no reconhecimento e/ou resposta ao cofator (resíduos 100-173 e 
196-253) e um domínio C-terminal envolvido na ligação ao DNA e resposta ao 
cofator (resíduos 227-253) (Figura 2). 
Em geral membros das LTTRs se ligam em regiões promotoras através de 
uma seqüência consenso de 15 pares de base, que é o espaço onde o motivo 
HTH se liga ao DNA em uma posição comum (em torno de 65 pares de base a 
montante do início de transcrição) (HENIKOFF et al., 1988 e SCHELL, 1993). A 
região N-terminal é a mais conservada dos reguladores transcricionais do tipo 
LysR onde a maior similaridade está representada pelo motivo HTH (HENIKOFF 
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eta!., 1988 e SCHELL, 1993). 
Os membros LTTRs ativam a transcric;ao de operons envolvidos em 
diversas func;oes, como: biossfntese de aminockidos, fixac;ao de C02, resistencia 
a antibi6ticos, regulac;ao de fatores de virulencia, nodulac;ao para bacterias 
fixadoras de nitrogenio, resposta ao stress oxidative ou catabolismo de 
compostos aromaticos. A grande maioria dos pertencentes das L TTRs sao 
protefnas citoplasmaticas soluveis e reprimem sua propria expressao 
(autoregulac;ao negativa) (SCHELL, 1993). 
Domfnio N-terminal 
Liga<;ao ao DNA 
• 
Reconhecimento ou 
resposta ao cofator 
Domfnio C-terminal 
liga<;ao ao DNA e 
resposta ao cofator 
I ~ • 
H2N~~------I----r------~------~~ COOH 
6-66 95-173 196-206 227-253 
Figura 2 . Esquema representativo da estrutura geral dos reguladores LTTRs (SCHELL, 
1993). 
A grande maioria dos membros LTTRs necessita da interac;ao com urn 
cofator para ativar a transcric;ao onde o cofator provoca uma alc;a no DNA ou 
uma nova interac;ao LTTR-DNA aumentando a afinidade do complexo LTTR-
cofator-DNA com a RNA polimerase. Alguns exemplos de interac;ao com cofatores 
sao descritos para a protefna OxyR que possivelmente interage com H20 2 e atua 
contra o estresse oxidative; a protefna AmpR age na ativac;ao da f3 - lactamase 
na presenc;a de derivados f3 - lactamicos; CynR que interage com cianato e atua 
na detoxificac;ao desse elemento (SCHELL, 1993). Entretanto, em K. aerogenes e 
E. coli Nac difere da maioria dos membros L TTRs pois nao necessita de urn 
cofator para ativar a transcric;ao, ele por si s6 e urn regulador (MUSE e BENDER, 
1998; SCHWACHA e BENDER, 1993a). 
A protefna Nac foi primeiro estudada em K. aerogenes em 1983 (BENDER 
et a/. ). Os autores demonstraram o papel crucial de Nac na ativac;ao ou 
repressao da sfntese de certas enzimas em condic;oes limitantes de nitrogenio, 
onde estirpes nac mutantes eram incapazes de reprimir a expressao da 
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glutamato desidrogenase (gdh) que utiliza a fonte de nitrogênio preferencial 
(amónia) para formar glutamato e ainda, essas estirpes não foram capazes de 
utilizar prolina (putP), histidina (hutUH) e uréia (ure) (MACALUSO, BEST e 
BENDER, 1990) como única fonte de nitrogênio em comparação às estirpes de K. 
aerogenes com nac funcionante. Em outro trabalho, estirpes nac mutantes de K. 
aerogenes demonstraram o mesmo fenótipo quanto à regulação desses operons, 
no entanto, experimentos complementares demonstraram que as mutações no 
gene nac não afetaram a regulação da glutamina sintetase, asparaginase ou 
triptofano permease. Portanto, os autores propuseram duas classes de operons 
regulados pela disponibilidade de nitrogênio; uma classe onde o sistema Ntr 
ativa diretamente operons dependentes da RNA polimerase contendo o fator CT54 
(glutamina sintetase, asparaginase ou triptofano permease) e outra classe onde 
o sistema Ntr ativa o gene nac e o produto Nac é suficiente para regular operons 
dependentes de a70 (RNAPa70) (hutUH, putP, ure, gdh e gitB) (MACALUSO, BEST 
e BENDER, 1990; SCHWACHA e BENDER, 1993b). 
Em K. aerogenes o sistema NTR e o fator a54 (RNAPa54) são necessários 
para a ativação da expressão do gene nac em resposta a limitação de nitrogênio 
(FENG et al., 1995a), nesse caso o sistema NTR está envolvido apenas na 
ativação da expressão do gene nac, que uma vez formado, não apresenta 
nenhuma função na regulação dos operons dependentes de a70 (SCHWACHA e 
BENDER, 1993a e 1993b). Em síntese, a proteína Nac permite o acoplamento de 
operons transcritos pela RNA polimerase contendo o fator c70 ao sistema de 
regulação de nitrogênio (Ntr) o qual utiliza a RNA polimerase contendo a54 
(BENDER, 1991) (Figura 3). Nac em E. coli e K. aerogenes também regula 
negativamente a sua própria transcrição através da dobra que causa no DNA 
impedindo o contato da proteína NtrC-P com RNAPa54 (FENG et al., 1995b; MUSE 
e BENDER, 1998). 
• N 
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Esquema geral da func;ao regulat6ria da 






NtrC-P dependente ! deNac 
--------~~::_ 12>1 11~cl{ <-3s!-1Dl 
Genes dependentes 
Nac do fator a 70 da RNA 
polimerase 
Figura 3: Esquema geral da cascata regulat6ria NtrC - Nac em K. aerogenes 
segundo Feng eta/. (1995). 
Alguns dos operons regulados par Nac em K. aerogenes estao ausentes 
em E. coli (hut e ure) ou nao sao regulados (dadAB e gdhA) ou sao pouco 
regulados pela disponibilidade de nitrogenio (putP) (JANES e BENDER, 1998; 
MUSE e BENDER, 1998). 
Comparac.;oes da protefna Nac de E. coli com Nac de K. aerogenes 
demonstraram que as protefnas tern 80% de identidade entre si. A maior parte 
da sequencia divergente entre a proteina Nac de E. coli e K. aerogenes ocorre 
nos dais terc.;os da regiao C-terminal da protefna. E ainda concluiu-se que todas 
as func.;oes da protefna Nac provavelmente estariam presentes somente nos 100 
residues de amina<kidos da regiao N-terminal (MUSE e BENDER, 1999). 
POMPOSIELLO, JANES e BENDER (1998) construfram uma serie de 
promotores quimericos atraves da fusao de urn fragmento de 26 pares do 
promotor de hutUH de K. aerogenes com o promotor lacz de E. coli. Foi 
mostrado que 0 espac.;o de 64 pares de base do infcio da transcric.;ao e a posic.;ao 
ideal onde a proteina Nac se liga no promotor hutUH . Os autores conclulram que 
esse espac.;amento e necessaria para uma serie de cantatas com o complexo 
transcricional resultando em uma forte ativac.;ao do promotor. 
0 mecanisme pelo qual Nac pode ativar ou reprimir a transcric.;ao e 
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diverso, no entanto, Nac se liga em regiões promotoras envolvendo 15 pares de 
base. Nac pode ativar a transcrição a partir de uma variedade de posições a 
montante da RNA polimerase sendo que o consenso de ativação é ATA-N6-
TNGTAT e o consenso para repressão é ATAA-N8-GAT (POMPOSIELO, JANES e 
BENDER, 1998). 
Em K. aerogenes estudos envolvendo metabolismo da alanina 
demonstraram que este aminoácido tem um papel importante no crescimento e 
fisiologia das enterobactérias (NEIDHARDT e UMBARGER, 1996). O catabolismo 
da alanina resulta em amónia e piruvato, portanto a alanina fornece fontes de 
carbono, de nitrogênio e energia à célula (JANES e BENDER, 1998). O 
catabolismo da alanina requer duas enzimas envolvidas no processo de 
degradação deste aminoácido, codificadas pelo operon dadAB, a racemase que 
converte a L-alanina em D-alanina e a D-aminoácido desidrogenase que catalisa 
a conversão da D-alanina em piruvato e amónia (REITZER, 1996). Em condições 
de baixa disponibilidade de nitrogênio o operon dadAB de K. aerogenes é ativado 
pela proteína Nac (JANES e BENDER, 1998). 
O isolamento de mutantes Nac de K. aerogenes demonstrou que as 
funções de ativação nos operons hut e ure e a repressão de gdhA são separadas. 
Foi demonstrado que dois sítios de ligação para Nac em gdhA são necessários 
para repressão e que a interação entre esses dois sítios é essencial para 
repressão (GOSS, JANES e BENDER, 2002). Portanto, este grupo concluiu que a 
repressão da expressão de gdhA por Nac é transcricional. A repressão da 
expressão de gdhA é mediada pela ligação da proteína Nac em dois sítios 
diferentes no DNA, nas regiões -89 e +57 do início da transcrição de gdhA. 
Mutações pontuais nas regiões conservadas de ligação de Nac no DNA, 
acarretam na perda parcial da função da proteína Nac (POMPOSIELLO, JANES e 
BENDER, 1998), isso sugere que o sítio de ligação para Nac pode tolerar 
alterações consideráveis na região consenso ainda retendo alguma habilidade 
para ocorrer ligação com Nac. (GOSS, JANES e BENDER, 2002). Recentemente 
foi descrito que mutantes Nac negativos retém a habilidade de ativar a 
transcrição de ure e hut, mas falham em reprimir a transcrição de gdhA. Nesses 
mutantes a capacidade de ligação da proteína Nac ao DNA não é afetada e a 
falha em reprimir o promotor de gdhA é, possivelmente, devido a não formação 
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de tetrâmeros ou possivelmente oligômeros maiores de Nac que são 
fundamentais para esse processo (JANES, ROSARIO e BENDER, 2003). 
Nac pode também estar envolvido na regulação de codBA (codifica para 
utilização de citosina) (MUSE, ROSARIO e BENDER, 2003) em E. coli. A utilização 
de citosina como única fonte de nitrogênio ocorre através da enzima citosina 
desaminase que cliva a citosina em amónia (fonte de nitrogênio) e uracil (fonte 
de pirimidina). O gene que codifica para a citosina desaminase faz parte de um 
operon codBA, onde codB codifica para citosina permease e codA para citosina 
desaminase. A transcrição do operon codBA em E. coli é regulada pelo sistema 
NTR em resposta ao nível de nitrogênio celular. A expressão de codBA é 
aumentada em condições limitantes de nitrogênio. Em E. coli foi encontrado 
uma seqüência consenso na região promotora do operon codBA ATA-N9-TAT 
onde se liga a proteína Nac. Cepas mutantes no gene nac de E. coli cresceram 
mais vagarosamente do que cepas selvagens em meios contendo citosina como 
única fonte de nitrogênio. Portanto, a presença de um sítio para a proteína 
reguladora Nac na região promotora de codBA e o crescimento lento de cepas 
nac mutantes quando citosina foi utilizada como única fonte de nitrogênio, 
sugeriu que Nac está envolvida na regulação de codBA. (MUSE, ROSARIO e 
BENDER, 2003). 
Foi demonstrado que a proteína Nac ativa a transcrição de vários genes e 
operons que codificam proteínas transportadoras como, dAB, nupC e gabDTPC, 
os quais fornecem à célula compostos orgânicos nitrogenados (POGGIO et al., 
2002). Em E. coli e K. aerogenes a asparagina é sintetizada pela ação de duas 
enzimas: AsnA que utiliza ácido aspártico e amónia para produzir asparagina e 
AsnB, que utiliza ácido aspártico e glutamina como substratos (REITZER e 
MAGASANIK, 1982). POGGIO et al. (2002) verificaram que a transcrição de 
asnA e asnC em E. coli é controlada pela disponibilidade de nitrogênio no meio e 
ainda, é controlada pelo sistema NTR através da proteína ativadora Nac. A 
regulação da expressão do gene asnA pela disponibilidade de amónia implica que 
AsnA sintetiza asparagina somente sob condições de suficiência de amónia no 
meio, enquanto que sob condições limitantes de nitrogênio, a amónia é 
preferencialmente assimilada pela glutamina sintetase (GS) para formar 
glutamina. Em condições limitantes de nitrogênio, a proteína Nac diretamente 
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reprime a transcrição de asnC. É sabido que AsnC controla positivamente a 
expressão se asnA, portanto Nac ao reprimir asnC, diminui a expressão de asnA 
(POGGIO et al., 2002). 
BLAUWKAMP et al. (2002) sugeriram que a alta expressão da proteína Nac 
em E. coli sob condições limitantes de nitrogênio resulta em uma redução na 
biossíntese de serina, por repressão do promotor de serA (gene que codifica para 
serina). O papel da Nac parece limitar a biossíntese de serina como um 
mecanismo celular de reduzir o metabolismo coordenadamente quando a célula 
se encontra limitada em fontes de nitrogênio. 
Em 2000 ZIMMER et al., determinaram através de análises de 
microarranjo os níveis de mRNA e revelaram a existência de 9 operons (25 
genes) regulados pela proteína Nac em E. coli e que a maioria destes operons 
codifica proteínas de transporte de compostos nitrogenados, citados a seguir: 
bl440-1444 (provável gene de transporte da putrecina), dppABCDF (transporte 
de dipeptídeos), fklB-cycA (transporte de D-alanina, D-serina e glicina), gabDTP 
(metabolismo do GABA), nupC (transporte de nucleosídeos), ompF (proteína F de 
membrana externa), oppABCD (transporte de oligopeptídeos), yedL (função 
desconhecida) e yhiE (função desconhecida) (ZIMMER et al., 2000). 
Recentemente, RUBACK e REITZER verificaram que o operon gab (transporte de 
catabolismo do ácido gama-aminobutírico) também é regulado pela proteína Nac 
(observações não publicadas). 
Até o momento estudos envolvendo produto do gene nac não foram 
publicados em organismos aeróbicos ou em nenhum outro organismo além dos 
citados. 
Em síntese, Nac possui a propriedade de ativar operons envolvidos no 
catabolismo de histidina (hutUH), uréia {ure), prolina (putP), alanina (dadAB) e 
citosina (codBA) ou de reprimir operons como gdhA (glutamato desidrogenase), 
g/tBD (glutamato sintetase), asnC (síntese de asparagina), serA (síntese de 
serina) e nac, e além disso Nac só é sintetizada sob condições limitantes de 
nitrogênio. 
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1.9 Herbaspirillum seropedicae 
H. seropedicae é um diazotrofo que foi isolado da rizosfera ou da superfície 
de raízes de milho, sorgo e arroz (BALDANI et al., 1986) e tem sido também 
isolado de cana-de-açúcar, abacaxizeiro e bananeira (PIMENTEL, et al., 1991; 
BALDANI et al., 1992; MAGALHÃES et al., 2001). Esta bactéria pertencente à 
subdivisão ß das proteobactérias (YOUNG, 1992) é Gram negativa, vibrióide, com 
diâmetro de 0,6 a 0,7 um e tamanho variando de 1,5 a 5 îm conforme o meio de 
cultivo utilizado. São microrganismos aeróbios, móveis, que fixam nitrogênio em 
condições de microaerofilia (BALDANI et al., 1986). 
Atualmente sabe-se que H. seropedicae é um microrganismo endofítico. Ao 
contrário do observado com A. brasilense, este microrganismo não sobrevive em 
solos isentos de raízes (BALDANI et al., 1992). Este tipo de associação 
diazotrofo-planta talvez explique os altos níveis de fixação de nitrogênio obtidos 
com diferentes gramíneas principalmente em cana-de-açúcar (DOBEREINER, 
1992b). A expressão dos genes nif de H. seropedicae foi observada em 
associação com as raízes, caules e folhas de gramíneas como milho, trigo, sorgo 
e arroz (RONCATO-MACCARI et ai., 2003). 
H. seropedicae já teve diversos genes isolados e caracterizados. Os genes 
nifHD e parte do gene nifK de que codificam para as proteínas Ferro e Molibdênio 
Ferro respectivamente (MACHADO et al., 1996). A jusante a este genes foram 
seqüenciados os genes nifENXorflorf2 formando um superoperon 
nifHDKENXorflorf2 (KLASSEN et al., 1999). A inativação de nifX ou da orfl em 
H. seropedicae não alterou a atividade da nitrogenase sugerindo que estes 
genes não são essenciais para a atividade da nitrogenase (KLASSEN et al., 
1999). Entretanto são essenciais em condições limitantes de ferro e molibdênio 
(KLASSEN et al., 2003). Até 2001 haviam sido identificados os genes nifA, nifB 
nifQmodABCfíxXC, recA, recX, glnB, glnKamtB, glnAntrBC além da caracterização 
das funções de seus produtos (SOUZA et al., 1991; MACHADO et al., 1996; 
STEFFENS et al., 1993; GALVÃO et al., 2003; KLASSEN et al., 1999; PEDROSA et 
al., 2001; BENELLI et al., 1997; PEDROSA et al., 1997; PERSUHN et al., 2000). 
Para demonstrar a função do gene ntrC em H. seropedicae um mutante deste 
gene foi construído através da inserção do transposon Tn5-B20 resultando na 
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estirpe DCP286A. Três fenótipos foram identificados nesse mutante: Nif, 
incapacidade de utilizar nitrato com fonte de nitrogênio e diminuição da 
expressão e das atividades biossintética e transferásica da glutamina sintetase 
(GS) (PERSUHN et al., 2000). 
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1.10 JUSTIFICATIVA 
Somente parte dos genes de H. seropedicae envolvidos no metabolismo de 
nitrogênio já foram isolados e caracterizados. O projeto de sequenciamento do 
genoma de H. seropedicae, vem sendo realizado pelo consórcio GENOPAR, que 
estabeleceu uma rede de laboratórios no Estado do Paraná com competência em 
Biologia Molecular e Genômica e tem permitido a identificação de novos genes 
cujas funções poderão ser inferidas por comparação de seqüências no banco de 
genes NCBI e usando o programa Blast (ALTSCHUL a tal., 1997). 
O grupo do Núcleo de Fixação de Nitrogênio do Departamento de 
Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Paraná, apoiado pelo 
MCT/PADCT/FINEP/CNPq tem como propósito entender os mecanismos básicos 
envolvidos na regulação da expressão dos genes da fixação de nitrogênio e no 
controle da atividade de seus produtos e suas interações em H. seropedicae e A. 
brasilense. Estes estudos visam a construção de estirpes mais eficientes destes 
microrganismos para uso na Agricultura. Estima-se que o uso destes organismos 
na Agricultura Brasileira representará uma economia anual da ordem de US$ 
420.000.000,00 em fertilizantes nitrogenados. O uso desta bactéria na 
Agricultura Paranaense poderá trazer uma economia anual em fertilizantes 
nitrogenado para o agricultor da ordem de U$ 115 milhões de dólares, o que 
plenamente justifica o investimento de recursos públicos neste programa. 
Em dezembro de 2004 o sequenciamento foi oficialmente finalizado 
estimando um tamanho do genoma em torno de 5,7 Mb. Ao longo do processo 
foi possível procurar genes de interesse no banco genômico do Genopar, isolar o 
DNA do gene de interesse e estudar a regulação desse gene bem como 
caracterizar as funções da proteína codificada. 
Tendo então a possibilidade de acesso ao Banco Genômico de H. 
seropedicae (apesar de ainda não estar liberado para o público) com a 
autorização do Coordenador do Consórcio Genopar o professor Fábio de Oliveira 
Pedrosa, foi procurado o gene nac buscando ampliar o conhecimento do 
metabolismo de nitrogênio deste microrganismo. 
Uma análise prévia do genoma em fevereiro de 2003 mostrou que H. 
seropedicae possuía um gene do tipo nac no seu genoma. Como o produto deste 
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gene em enterobactérias está envolvido no metabolismo de nitrogênio, surgiu o 
interesse de esclarecer se havia relação funcional ou regulatória de Nac em H. 
seropedicae. Posteriormente com análises periódicas foram encontrados mais 
dois genes do tipo nac e por essa razão no decorrer deste trabalho foi preciso 




Estudar a fisiologia do mutante ntrC de H. seropedicae quanto à utilização 
de fontes alternativas de nitrogênio para posterior utilização no estudo do 
provável gene tipo nac (nitrogen assimilation control). 
Objetivos específicos 
1 - Estudar o crescimento do mutante ntrC de H. seropedicae em fontes 
alternativas de nitrogênio. 
2 - Comparar as proteínas do tipo Nac de H. seropedicae quanto a 
similaridade e identidade e análise funcional através de programas de 
computador e compará-las com as ortólogas Nac de E. coli e K. aerogenes. 
3 - Analisar a região promotora do provável gene do tipo nacl de H. 
seropedicae e seqüências regulatórias de expressão do gene. 
4 - Clonar e estudar a expressão de um dos prováveis genes do tipo nac 
em estirpes de H. seropedicae SMR1 (wt) e DCP286A (mutante ntrC). 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 Estirpes e plasmídeos 
As estirpes e plasmídeos utilizados estão descritos na Tabela 1. 
Tabela 1. Estirpes e plasmídeos 
Estirpe Genótipo Relevante Fonte ou 
Referência 
H. seropedicae 
SMR1 Estirpe selvagem SmR SOUZA et ai., 
1999 
DCP286A SMR1 ntrC\ :Tn5-B20 (ntrC) PERSHUN et ai., 
SmR; KmR 2000 
E. coli 
DH10B Smr ; F' [proAB+ /acZAM15] GRANT et a!., 1990 
Vetores 
PUC18/19 AmpR PHARMACIA 
PTZ18R AmpR, CbR iacZ, fl MEAD et ai., 1986 
pMP220 TCr, contém o gene lacZ sem SPAINK et ai., 
promotor 1987 
Plasmídeos 
pHS24 Vetor pUC19R contendo a Projeto Genopa r 
suposta região promotora e o 
gene do tipo nacl de H. 
seropedicae inserido no sítio 
Smal do vetor. 
pFRAL Vetor pTZ18R contendo a Este trabalho 
suposta região promotora do 
gene do tipo nacl de H. 
seropedicae inserido no sítio 
Smal do vetor 
pCLG25 Vetor pMP220 contendo a Este trabalho 
suposta região promotora do 
gene do tipo nacl de H. 
seropedicae inserido nos sítios 
EcoRI e Pstl do vetor. 
pCWG2aZ pPW452::2,6 Kb Bgtll/EcoRI GALVAO et ai., 
pBMR507 (promotor do gene 2003 
recX de H. seropedicae). 
2.2 Reagentes 
Enzimas e reagentes foram obtidos da Sigma Chemical Company, Merck 
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Company, InVitrogen, Amershan e British Drug House (BDH). 
2.3 Meios de Cultura 
As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB (Luria Broth), TB 
(Terrific Broth) ou LA (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989). Para o preparo 
de células eletrocompetentes e recuperação das estirpes E. coli foram utilizados 
os meios SOB e SOC respectivamente. 
O pH final foi corrigido para 7,0 com solução de NaOH 1 mol/L. O meio 
sólido LA foi preparado a partir do meio LB pela adição de 15 g/L de ágar ao 
meio líquido. 
Composição do meio: 




Extrato de levedura 
Cloreto de sódio 
Triptona 
O meio TB apresenta a seguinte composição: 
Terrific Broth gramas/litro 
Bacto triptona 
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Os meios SOC e SOB apresentam a seguinte composição: 
SOB gramas/litro 
Bacto triptona 20,0 
Extrato de levedura 5,0 
NaCI 0,5 
O pH final foi corrigido para 7,0 com solução de NaOH 1 mol/L. 
O meio SOC é idêntico ao meio SOB com a adição de 20 mmol/L de 
glucose. A solução de glucose foi esterilizada por filtração (filtro de 0,22 um). 
As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFbHP (PEDROSA 
e YATES, 1984), apresentando a seguinte composição: 
NFbHP gramas/litro 
MgS04.7H20 2 x 10"1 
NaCI 1 x 10"1 
CaCI2 2 x IO"2 
Ácido nitrilo-triacético 5,6 x IO"2 
FeS04.7H20 2 x IO"2 
Malato de sódio 5,0 
Biotina 1 x 10"4 
Na2Mo04.2H20 2 x 10"3 
MnS04.H20 2,35 x IO"3 
H3BO3 2,8 x IO"3 
CuS04.5H20 8 x IO"5 
ZnS04.7H20 2,4 x 10"4 
Solução de fosfatos: gramas/litro 
KH2P04 120 
K2HP04 80 
As soluções de fosfato (50 ml/L) e de cloreto de amónio (20 mmol/L) 
Materiais e Métodos 25 
foram autoclavadas separadamente e adicionadas ao meio no momento do uso. 
O meio resultante (NFbHPN) apresentou pH final de 6,8. 
As fontes de nitrogênio utilizadas foram cloreto de amónio, nitrato de 
potássio, uréia, L-alanina, L-serina, L-prolina e glutamato. Os aminoácidos e a 
uréia foram esterilizadas por filtração (filtro de 0,22 um). 
O meio NFbHP sólido foi preparado pela adição de 15 g/L de ágar ao meio 
líquido. 
2.4 Estocagem das estirpes 
Estoques de E. coli e H. seropedicae foram mantidos em glicerol 50% a 
- 20°C. 
2.5 Condições de cultivo 
As estirpes H. seropedicae foram cultivadas em meio líquido NFbHP 
(PEDROSA e YATES, 1984) suplementado com cloreto de amónio 20 mmol/L ou 2 
mmol/L ou glutamato 5 mmol/L ou fontes alternativas de nitrogênio (uréia, L-
serina, L-alanina, L-prolina e nitrato de potássio na concentração de 10 mmol/L) 
sob agitação de 140 rpm a 30°C. Os inóculos em meio sólido NFbHP 
suplementado com cloreto de amónio 20 mmol/L ou lmmol/L foram crescidos 
em estufa a 30°C. 
As estirpes de E. coli foram crescidas em Terrif Broth (TB) e Luria Broth 
(LB) sob agitação de 140 rpm a 37°C. Os inóculos em meio sólido LA foram 
crescidos a 37° por 18 horas. 
2.6 Antibióticos 
Os antibióticos utilizados para seleção de estirpes de E. coli e H. 
seropedicae estão listados na Tabela 2. Os antibióticos ampicilina (em forma de 
sal de sódio), estreptomicina (em forma de sulfato) foram dissolvidos em água e 
esterilizados por filtração (0,22 um) e conservados a -20°C. O antibiótico 
tetraciclina (em forma de hidrocloreto) foi dissolvido em etanol 70% diretamente 
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em um recipiente estéril sem filtração (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 
1989). 







Ampicilina (Ap) 250 250a 
Tetraciclina (Tc) 10 1Qa/b 
Canamicina (Km) 100 50a e 500b 
Estreptomicina (Sm) 80 20a e 80b 
a : Escherichia coli 
b: Herbaspirillum seropedicae 
2.7 Manipulação de DNA 
2.7.1 Purificação de DNA plasmidial de E. coli 
O isolamento e a purificação de DNA foram realizados pelo método de lise 
alcalina (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989). Estirpes de E. coli contendo 
os plasmídeos de interesse foram cultivadas em 10 mL de meio Terrific Broth 
(TB) ou Luria Broth (LB) sob agitação de 140 rpm a 37°C por 18 horas. As 
células (1.5 mL da cultura saturada) foram centrifugadas e ressuspensas em 100 
(iL de tampão GET (Tris-HCi 25 mmol/L, pH 8,0; glicose 50 mmol/L e EDTA 10 
mmol/L). As células foram lisadas com 200 |iL de uma solução contendo NaOH 
0,2 mol/L e SDS 1% (m/v). A seguir foi adicionado 200 p.L de acetato de potássio 
3,0 mol/L pH 4,8 e incubação por 10 minutos em gelo. Após nova centrifugação 
de 5 minutos (13.000) a solução aquosa foi extraída, misturada a 100 fiL de 
fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) e agitado em agitador de tubos 
(tipo Vortex). Após centrifugação o sobrenadante contendo DNA plasmidial foi 
incubado por 20 minutos com 2,5 volumes de etanol absoluto, centrifugado, o 
sobrenadante foi descartado e o DNA lavado com etanol 80%. O DNA foi secado 
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a vácuo e dissolvido em 15 L̂ de água miliq e estocado a -20°C. 
2.7.2 Purificação de DNA piasmidial de H. seropedicae 
A purificação de plasmídeos de H. seropedicae foi realizada por meio de 
uma adaptação do método proposto por KADO e LIU (1981). Uma alíquota de 
1,5 mL da cultura saturada (Abs600 = 2,0) foi centrifugada a 13.000 rpm por 1 
minuto. O meio de cultura foi descartado e as células foram ressuspensas em 
100 nL de GET (D-glucose 50 mmol/L, EDTA 10 mmol/L pH 8,0 e Tris-HCI 25 
mmol/L pH 8,0). As células foram lisadas com 200 L̂ de uma solução de Tris-HCI 
1 mmol/L pH 8,0, NaOH 0,2 mol/L e 50 L̂ SDS 10% e homogeneizadas por 10 
minutos. 
Foram adicionados ao conteúdo lisado 500 |iL de fenol: clorofórmio -.álcool 
isoamílico (25:24:1), seguido de homogeneização lenta através de inversões do 
tubo. A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 20 minutos, sendo o 
sobrenadante transferido para outro tubo e precipitado com 2 volumes de etanol 
95% (v/v). O precipitado formado foi novamente centrifugado, seco em câmara 
de vácuo e ressuspenso em 10 L̂ de água miliq. 
2.7.3 Condições de digestão de DNA com enzimas de restrição 
As condições utilizadas para a digestão de DNA com enzimas de restrição 
foram aquelas especificadas pelo fabricante ou por SAMBROOK, FRITSCH e 
MANIATIS, 1989. 
Usualmente 1 U de enzima foi utilizada para digestão de 0,2 a 1 ĝ de DNA 
em um volume final de 20jxL, durante 4 horas, na presença do tampão adequado 
e na temperatura especificada para cada enzima. 
2.7.4 Preparo dos vetores 
Os vetores foram digeridos (linearizados) com as enzimas de restrição 
apropriadas. A confirmação das digestões foi feita por eletroforese em gel de 
agarose 0,8%. As enzimas foram inativadas à 65°C por 10 minutos. O DNA 
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(vetor) foi precipitado com etanol absoluto, seco a vácuo e dissolvido em água 
miliq. 
2.7.5 Ligação de DNA 
A reação de ligação segue as especificações do fabricante da T4 DNA ligase 
ou como descrito por SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS (1989). O vetor 
linearizado foi ligado ao inserto numa proporção aproximada de 1:5 
(vetor:inserto) utilizando tampão de ligação e 0,8 U T4 DNA ligase. A incubação 
foi a 16°C durante a noite. No caso de ligação em pontas cegas, a mistura vetor-
inserto foi aquecida a 65°C por 5 minutos e resfriada em gelo antes da adição do 
tampão e da enzima (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989). 
2.8 Análise eletroforética de DNA plasmidial 
A eletroforese de DNA foi feita em gel de agarose horizontal (SAMBROOK, 
FRITSCH e MANIATIS, 1989). 
O tampão de corrida utilizado foi o TBE IX concentrado (Tris-base 89 
mmol/l, ácido bórico 89 mmol/L e EDTA 2 mmol/L pH 8,0) e a solução de 
aplicação de amostra em gel de agarose foi FSUDS [azul de bromofenol 0,25% 
(p/v), xileno cianol 0, 25% (p/v), Ficoll 25% (p/v), SDS 0,5% (p/v), Tris-HCI 10 
mmol/L pH 8,0 e EDTA 1 mmol/L pH 8,0]. 
O DNA foi visualizado após tratamento com solução de brometo de etídeo 
(0,5 pg/mL) por 20 minutos em transiluminador de luz ultravioleta (312 nm) e o 
perfil eletroforético foi registrado utilizando um sistema de vídeo acoplado ao 
EpiChemi II Darkroom (UVP Biolmaging Systems). 
2.9 Purificação de fragmentos de DNA 
Após a restrição do DNA plasmidial (± 5 fig) com enzimas apropriadas, o 
fragmento de DNA a ser purificado foi submetido a eletroforese em gel de 
agarose 1,0% de baixo ponto de fusão em tampão TAE IX (Tris-acetato 40 
mmol/L e EDTA lmmol/L pH 8,0). As bandas de interesse foram cortadas sob 
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iluminação com luz ultravioleta e o fragmento de DNA foi extraído do gel por 
tratamento com fenol (pH 7-8) como descrito (BANKIER et a!., 1987). 
2.10 Preparo de células E. coli eletrocompetentes 
Duzentos microlitros de cultura saturada e obtida a partir de uma colônia 
isolada de E. coli DH10B foram inoculados em 250 mL de meio SOB e mantidos 
sob agitação de 140 rpm a 37°C até absorbância (600nm) entre 0,4 e 0,6. Após 
o crescimento, a cultura foi transferida para tubos de plástico estéreis, mantida 
em gelo por 20 minutos e então centrifugada (5.000 rpm por 10 minutos a 2°C). 
As células foram ressuspensas e lavadas duas vezes com glicerol 10% estéril 
gelado (10.000 rpm por 5 minutos). Finalmente, o sedimento de células foi 
ressuspendido com 500 |iL de glicerol 10% e a suspensão de células foi 
fracionada (30 niytubo de 1,5 mL) e mantida em estoque a -70°C. 
2.11 Preparo de células H. seropedicae eletrocompetentes 
Cem mililitros de uma cultura de H. seropedicae foi cultivada em meio 
NFbHPN (fosfato 50 ml/L e cloreto de amónio 20 mmol/L) até absorbância 
(600nm) aproximado de 1,5. As células foram coletadas por centrifugação (5.000 
rpm, 4°C por 5 minuto), lavadas duas vezes com água e uma vez com glicerol 
10% gelado e estéril e centrifugadas a 10.000 rpm, 4°C por 5 minutos. Em 
seguida, foram ressuspendidas em glicerol 10%, aliquotadas (30 í̂L/tubo de 1,5 
mL) e mantidas em estoque a -70°C. 
2.12 Transformação por eletroporação 
Os plasmídeos foram transferidos para estirpes E. coli e H. seropedicae 
eletrocompetentes por eletroporação (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989, 
MILLER, 1992; KLASSEN et a!., 1999) como descrito em seguida. 
Para a transformação em estirpes de E. coli, foi adicionadol L̂ de DNA 
plasmidial, aproximadamente 100 ng de DNA, ao tubo contendo 30 fiL de células 
eletrocompetentes descongeladas e mantidos em banho de gelo. As células com 
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o DNA foram transferidos para uma cubeta de eletroporação resfriada em banho 
de gelo. A eletroporação foi feita de acordo com as instruções do fabricante do 
eletroporador (Eletroporador Cell-Porator® Electroporation System - Life 
Technologies, Gaithersburg, EUA), nas seguintes condições: resistência de 200 
Q; capacitância de 300 nF e voltagem 4 kV. Após serem submetidas ao pulso 
aplicado, as células foram recuperadas em 1 mL de meio SOC e incubadas a 
37°C por 1 hora em agitador a 140 rpm. 200 jiL desta suspensão de células 
foram espalhados em meio LA contendo antibióticos seletivos e incubados a 37° 
por 18 horas. 
A transformação de H. seropedicae, seguiu as mesmas condições descritas 
para E. coli. Após a eletroporação as células foram recuperadas em 1 mL de meio 
NFbHPN (fosfatos 50 mL/L e cloreto de amónio 20 mmol/L) e incubadas a 30°C 
em agitador a 140 rpm por 8 horas. Após esse período, alíquotas de 200 (iL 
foram espalhadas em placas contendo meio sólido NFbHPN (fosfatos 50 mL/L e 
cloreto de amónio 20 mmol/L) com antibióticos apropriados e incubadas por 48 a 
72 horas a 30°C. 
2.13 Reação de sequenciamento 
O DNA foi isolado utilizando o método de lise alcalina (SAMBROOK, 
FRITSCH e MANIATIS, 1989) descrito no item 4.7.1. 
A reação de sequenciamento foi realizada pelo método descrito por 
SANGER et ai. (1977) e está baseado no processo de incorporação de 
dideoxinucleotídeos marcados com compostos fluorescentes utilizando o Kit 
DYEnamic ET (Amersham Biosciences). 
Sistema para a reação de seqüenciamento 
- 100 a 400 ng de DNA purificado tratado com RNase 
- 10 pmoles de primer Reverso ou Universal 
- 4,0 nL de Polimerase DYEnamic ET (Amersham Biosciences) 
- água miliq q.s.p 10 nl 
O sistema foi colocado em termociclador (Applied Biosystens). O programa 
de amplificação realizado está mostrado abaixo: 
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Após a reação foi acrescentado ao sistema 10 nl de água miliq, o DNA foi 
precipitado com 20 p.1 de isopropanoi e o sistema foi incubado por 20 minutos. O 
volume foi transferido para um tubo eppendorf de 500 jil e centrifugado por 20 
minutos (13.000 rpm). O sobrenadante foi desprezado e o "pellet" lavado com 
etanol 80% (v/v). O "pellet" foi secado em bomba à vácuo e ressuspenso em 4 
liL de Formamide Loading Dye (Amersham Biosiences) e mantido a 96°C por 2 
minutos. Após este tratamento a amostra foi submetida à eletroforese em 
seqüenciador automático de DNA ABI-PRISM 377 (Perkin-Elmer). 
2.14 Edição e análise das seqüências 
As seqüências de nucleotídeos obtidas foram alinhadas e editadas com 
auxílio do programa Auto Assembler (Perkin Élmer). Para identificar a presença 
das possíveis regiões codificadoras de proteínas (ORFs), as sequências de 
nucleotídeos foram submetidas ao programa Blast (ALTSCHUL et ai., 1997) e 
FramePlot 2.3 (BIBB, FINDLAY e JOHNSON, 1984). As seqüências de 
aminoácidos foram alinhadas e comparadas utilizando o programa ClustalW 
(THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994), no qual se obteve os aminoácidos 
idênticos e similares identificados por diferentes cores, assim como suas 
respectivas porcentagens. As análises de topologia das proteínas foram feitas 
pelos programas TMHMM (MOLLER, CRONING e APWEILER, 2001) e Psort-B 
(GARDY et a!., 2003) e as análises da estrutura primária foram executadas pelo 
ProtParam (KYTE e DOOLITTLE, 1982). 
A busca de domínios conservados nas proteínas foi feita pelo programa 
PROSITE (HULO et a/., 2004). 
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2.15 Análise da utilização de fontes alternativas de nitrogênio pelas 
estirpes selvagem (SMR1) e NtrC mutante (DCP286A) 
Esse estudo foi conduzido através da utilização de fontes alternativas de 
nitrogênio pelas estirpes SMR1 e DCP286A (PERSHUN et ai., 2000) de H. 
seropedicae e acompanhando o crescimento das estirpes em até 48 horas de 
incubação, como descrito a seguir: 
As estirpes SMR1 (selvagem) (SOUZA et ai., 1999) resistente a 
estreptomicina 80 jxg/mL e DCP286A (mutante ntrC) (PERSHUN et a!., 2000) 
resistente a canamicina 500 ng/mL (Tabela 1), foram pré-cultivadas por toda 
noite em meio NFbHP (PEDROSA e YATES, 1984) contendo 20 mmol/L de cloreto 
de amónio e antibióticos. As culturas foram centrifugadas e as células 
ressuspendidas em um novo meio sem fonte de nitrogênio com a finalidade de 
ajustar a absorbância a 600 nm para 1.0. Para avaliar o crescimento, foram 
inoculadas 50 pL das culturas de DCP286A e SMR1 em frascos de 60 mL 
contendo 20 mL meio NFbHP e 10 mmol/L de L-alanina, L-serina, L-prolina ou 
uréia. Cloreto de amónio e nitrato de potássio na mesma concentração foram 
utilizados como controle positivo e negativo respectivamente. As estirpes foram 
então incubadas sob agitação de 130 rpm a 30°C. O crescimento foi 
acompanhado pela determinação da D.0[600] de alíquotas das culturas (300 nL) 
em intervalos de 7, 21, 28, 40 e 48 horas de incubação. As densidades óticas 
das culturas bacterianas foram medidas em um espectrofotômetro Beckman 
DU7400. 
Esse experimento foi realizado em duplicata e repetido três vezes para se 
obter uma média dos valores para obtenção da curva de crescimento. 
2.16 Análise da região promotora do gene tipo nacl (p/iacl) através da 
construção da fusão /acZ 
O gene tipo nacl foi subclonado no vetor pMP220 (SPAINK et ai., 1987) 
que possui o gene da p-galactosidase sem promotor. A estratégia da fusão lacZ 
consistiu em duas etapas, uma subclonagem no vetor pTZ18R e a fusão no vetor 
pMP220, como descrito a seguir: 
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O plasmídeo pHS24 (± 5 ^g) foi digerido com a enzima de restrição Hincll 
liberando um fragmento de 0,6 kb que corresponde à região a montante e parte 
do gene que poderia conter uma seqüência de ligação de fatores de transcrição. 
O fragmento foi purificado após eletroforese em gel de agarose 1% de baixo 
ponto de fusão (item 4.9). O fragmento de 0,6 kb foi submetido a uma segunda 
eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusão e purificado mais uma 
vez. O DNA purificado foi ressuspendido em água miliq e guardado em freezer a 
- 20°C. 
2.16.1 Clonagem do pnacl no vetor pTZ18R 
O plasmídeo pTZ18R (Figura 4) foi digerido com a enzima de restrição 
Smal do sítio de policlonagem. 
O fragmento purificado de 0,6 kb (pnacl) foi misturado com o vetor 
pTZ18R na proporção aproximada de 5:1 inserto:vetor e o produto de ligação foi 
transformado em células competentes de E. coli DH10B (item 2.12). Os 
prováveis clones foram selecionados em meio L.A contendo estreptomicina (20 
iug/ml), ampicilina (250 ng/ml), X-gal (30 fig/ml) e IPTG (0,1 mM). As colônias 
brancas foram coletadas, cultivadas em meio LB e o DNA plasmidial purificado foi 
analisado quanto ao perfil de restrição com EcoRI e Pstl que contém sítios 
flanqueando o fragmento clonado no sítio Smal. Para confirmar o sentido de 
transcrição do fragmento clonado, o plasmídeo foi digerido com as enzimas 
EcoRV e EcoRI e analisado quanto ao perfil de restrição. Depois dessas análises a 
clonagem ainda foi confirmada por sequenciamento do inserto utilizando 
iniciadores reverso e universal complementares às regiões adjacentes ao sítio de 
policlonagem do vetor pTZ18R. 
O plasmídeo resultante desta clonagem foi denominado pFRAL e utilizado 
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Figura 4 - Mapa esquematico do vetor de clonagem multifuncional pTZ18R (MEAD et al., 
1986). 
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2.16.2 Clonagem do pnac no vetor pMP220 - fusão lacZ 
O vetor de fusão transcricional pMP220 (SPAINK et al., 1987) foi digerido 
com as enzimas EcoRI e Pstl presentes somente no sítio de policlonagem (Figura 
5). Essa digestão permitiu que o fragmento EcoRI e Pstl contendo o provável 
promotor do gene tipo nacl (pnacl) ficasse na mesma orientação de transcrição 
do gene da (3 - galactosidase do vetor pMP220. 
Para construir a fusão pnacl-lacZ, o vetor pMP220 (SPAINK et al., 1987) e 
o plasmídeo pFRAL (Tabela 1) foram preparados separadamente após a digestão 
com EcoRI e Pstl. Após a digestão, as enzimas foram inativadas a 65° por 10 
minutos e a digestão foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%. A 
partir dessa análise foi feita a ligação na proporção 5:1 (inserto:vetor) 
preparando o sistema de ligação com os produtos de digestão inativados sem 
purificação do inserto. O produto de ligação foi transformado em E. coli estirpe 
DH10B (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989). 
Os transformantes foram plaqueados em meio LA contendo antibióticos 
apropriados. Foram selecionadas as colônias que cresceram em meio contendo 
estreptomicina (20 p.g/mL) e tetraciclina (10^g/mL) e que não cresceram em 
meio contendo ampicilina (250 ng/mL). A confirmação dessa clonagem baseou-
se no perfil de restrição com as enzimas EcoRI e Pstl cujos sítios flanqueam o 
fragmento clonado e com Nsil cujo sítio está presente somente no inserto. 
O plasmídeo resultante da fusão lacZ, pCLG25 foi transformado por 
eletroporação (item 4.12) em células H. seropedicae estirpes SMR1 (selvagem) e 
DCP286A (ntrC'). As células H. seropedicae transformantes foram selecionadas 
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---------- ------------------- ----------,-- ----------
Hfndlll Bgfll Xbol EcoRI Kpnl BamHI Xbol Psfi Sphl Hindlll 
Hindlll Sphl Ps~ Xbal BomHI Kpnl fcoRI Xbal Bgnl Hindlll 
~~--~----~---L--~__1 I 
Figura 5- Mapa esquematico do vetor de transcri~ao pMP220 e pPW452 (SPAINK et al., 
1987) 
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2.17 Determinação da atividade de (3-galactosidase 
H. seropedicae estirpes SMR1 e DCP286A contendo o plasmídeo pCLG25 
foram cultivadas em meio NFbHP na presença de 2 mmol/L ou 20 mmol/L de 
cloreto de amónio ou na presença de 5 mmol/L de glutamato como única fonte 
de nitrogênio por 18 horas a 30°C e 140 rpm. A atividade de (3-galactosidase das 
culturas foi determinada segundo MILLER (1992). Alíquotas (100|u.L) das culturas 
foram coletadas e adicionadas a 900̂ xL de tampão Z (Na2HP04.7H20 60 mmol/L, 
NaH2P04.7H20 40 mmol/L, KCI 10 mmol/L, MgS04.7H20 lmmol/L, (3-
mercaptoetanol 50 mmol/L e SDS 0,0027% pH 7,0). Vinte e cinco microlitros de 
clorofórmio foram adicionados ao sistema que foi homogeneizado em agitador de 
tubos (tipo Vortex) por 10 segundos e incubado a 30°C por 5 minutos. O início 
da reação foi determinado pela adição de 200 L̂ de ONPG (o-nitrofenil (3-D-
galactosídeo; 4 mg/mL preparado em tampão Z). Após incubação de 30 minutos 
a 30°C ou até o aparecimento de cor amarela nos sistemas, as reações foram 
interrompidas por adição de 500 L̂ de Na2C03 1 mol/L. A absorbância do 
cromóforo o-nitrofenol foi determinada em 420 nm. 
Como controle positivo dos reagentes foi utilizada a estirpe de H. 
seropedicae com o plasmídeo pCWG2aZ (GALVÃO et al, 2003) que possui 
atividade (3-galactosidase constitutiva. Para o controle negativo foram utilizadas 
as estirpes SMR1 ou DCP286A sem plasmídeo ou com plasmídeo sem inserto 
(pMP220). 
Esse experimento foi realizado em duplicata e repetido três vezes. 
A atividade de (3-galactosidase foi determinada de acordo com a utilização 
do substrato o-nitrofenol-(3-D-galactosídeo (ONPG). O cálculo de atividade foi 
feito utilizando a fórmula abaixo: 
Atividade Específica = Abs420_ X1000 
T x V x mg prot/mL 
Onde:Abs420 é a absorbância da mistura de reação (cromóforo) no comprimento 
de onda 420; 
mg prot/mL é a concentração de proteína em miligrama por mililitro de cultura 
saturada. 
T é o tempo de reação em minutos; 
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V é o volume de cultura utilizado no ensaio (0,lmL). 
Essas mesmas estirpes utilizadas para a atividade da (3-galactosidase em 
meio líquido, foram testadas quanto a atividade dessa enzima em placas 
contendo meio NFbHP sólido. 
2.18 Dosagem de proteínas 
A dosagem de proteínas de células intactas foi determinada pelo método 
de Bradford (BRADFORD, 1976). Após lise das células com NaOH 0,5 mol/L por 
30 minutos à temperatura ambiente foi adicionado reativo de Bradford e a leitura 
foi feita a 595nm. Os resultados representam uma média dos ensaios realizados 
em triplicata. 
Uma solução de soro albumina bovina 1 mg/mL foi utilizada para 
preparação de uma curva padrão. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Busca do gene nac no banco de dados do Genopar 
Análises in-silico no banco de dados do programa de seqüenciamento 
genômico de H. seropedicae (Genopar) e resultados obtidos através do programa 
Blast (ALTSCHUL et a!., 1997) revelaram no início deste trabalho em fevereiro de 
2003 a presença de um possível gene do tipo nac no genoma de H. seropedicae. 
Este dado preliminar deu origem ao projeto de estudo inédito desse gene em um 
organismo não entérico. Alguns clones contendo o gene de estudo foram 
selecionados seqüenciados até encontrar um clone que tivesse o gene todo e a 
provável região promotora a montante do início de transcrição. O clone escolhido 
foi o HS24-FP-00-000-030-G12.b redenominado pHS24. 
3.2 Utilização de fontes alternativas de nitrogênio das estirpes de H. 
seropedicae SMR1 e DCP286A (ntrC ) 
Em paralelo as buscas e sequenciamentos dos plasmídeos contendo o gene 
do tipo nac, foi feito o estudo fisiológico do mutante DCP286A (ntrC "). Estes 
dados foram considerados importantes para posteriores análises de comparação 
entre um mutante no gene nac que pretendia-se construir. 
Estudos sobre a função da proteína Nac em enterobactérias demonstram 
que a proteína NtrC fosforilada ativa o gene nac utilizando o fator de transcrição 
a54 e a proteína Nac ativa diversos operons utilizando a70, sendo que a maioria 
destes operons está envolvida na utilização de fontes alternativas de nitrogênio 
na ausência de amónio (Figura 3). 
Portanto, iniciou-se o estudo do envolvimento da proteína NtrC na 
utilização de fontes alternativas de nitrogênio em H. seropedicae. Iniciamos 
nossos estudos com as estirpes selvagens (SMR1) e ntrC mutante (DCP286A) de 
H. seropedicae através do perfil de crescimento em L-serina, L-alanina, L-prolina 
e uréia. Esses compostos foram escolhidos seguindo o modelo de regulação já 
bem caracterizado em E. coli e K. aerogenes. 
A estirpe selvagem apresentou crescimento em nitrato um pouco inferior 
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ao observado em amónia que é uma fonte de uso preferencial e mais rápida 
(Figura 6A). O crescimento da estirpe selvagem foi muito similar em todas as 
fontes de nitrogênio utilizadas. 
A estirpe mutante DCP286A como esperado, não cresceu em nitrato como 
única fonte de nitrogênio, uma vez que a expressão da enzima nitrato redutase é 
dependente da proteína NtrC (PERSHUN et a!., 2000) (Figura 6B). O crescimento 
em amónio foi superior quando comparado com o selvagem (Figura 6A). Este 
mutante apresenta um comportamento diferente provavelmente devido ao 
envolvimento de outros genes homólogos ao sistema NtrBC ainda em estudo 
denominados NtrXY. 
O crescimento de DCP286A em uréia como única fonte de nitrogênio foi 
inicialmente mais lento que a estirpe selvagem SMR1. Somente depois de 14 
horas a estirpe DCP286A apresentou crescimento similar ao SMR1 (Figura 6C). 
Ou seja, houve uma longa fase lag de crescimento em uréia. Em K. aerogenes, 
mutações em NtrC ou Nac acarretam em um crescimento bastante reduzido em 
uréia em relação à estirpe selvagem (MACALUSO, BEST e BENDER, 1990). Em 
Rhodobacter capsulatus, estirpes ntrC mutantes não crescem em meio contendo 
uréia como única fonte de nitrogênio. A deficiência no crescimento em uréia 
deste microrganismo está relacionada com a falta de ativação direta do gene 
ureD (um dos genes que codifica a urease) pela proteína NtrC mas de maneira 
independente da proteína Nac (MASEPOHL et al., 2001). O longo tempo de fase 
lag do mutante DCP286A em uréia sugere que NtrC seja importante para a 
permeação ou entrada da uréia e que uma vez que isso aconteça lentamente 
através de permeabilidade da uréia através da membrana, a uréia passa então a 
ser metabolizada e utilizada como fonte de nitrogênio. Uma outra hipótese é de 
que a uréia após algumas horas seja degradada e então a amónia formada seria 
utilizada pelo mutante. 
Quando as estirpes SMR1 e DCP286A foram cultivadas em L-alanina ou L-
serina, observou-se uma fase lag muito mais longa para o mutante DCP286A em 
relação ao SMR1 (Figura 6D-E). O crescimento de DCP286A em L-alanina 
começou somente após 21 horas de incubação. Este resultado sugere o 
transporte de L-alanina é dependente direta ou indiretamente de NtrC, mas não 
o para o metabolismo. 
Resultados e Discussão 41 
O crescimento do mutante DCP286A em L-serina foi praticamente 
inexistente (observado após 28 horas de incubação) sugerindo o papel essencial 
de NtrC-P para permeação e/ou metabolização de L-serina. 
Durante as 48 horas de incubação não houve nenhum crescimento do 
mutante DCP286A no meio contendo L-prolina como fonte de nitrogênio (Figura 
6F). A ausência de crescimento em L-prolina mostrou que assim como observado 
com a L-serina, H. seropedicae depende da proteína NtrC na ativação de genes 
envolvidos no transporte e/ou degradação da L-prolina ou na ativação de algum 
outro ativador transcricional envolvido no metabolismo da L-serina e L-prolina. 
MACALUSO, BEST e BENDER (1990) determinaram as atividades das 
enzimas prolina oxidase e mostraram que mutantes rpoN, ntrC ou nac de K. 
aerogenes não conseguem ativar os genes da prolina oxidase em reposta a 
limitação de nitrogênio. No entanto, em Rhodobacter capsulatus mutações nos 
genes ntrC, nfrB ou ntrA (codifica para a 5 4 ) não afetam a expressão do gene 
putk (codifica prolina oxidase) e conseqüentemente, essas estirpes mutantes são 
capazes de crescer em meio contendo somente prolina como fonte de nitrogênio 
(KEUNTJE, MASEPOHL e KLIPP, 1995). 
Para esclarecer a total dependência da proteína NtrC-P na utilização da L-
prolina como fonte de nitrogênio, foram feitas buscas de alguns genes 
responsáveis pela utilização da prolina no banco de dados do Genopar (a busca 
foi feita para serina também, mas não foram encontrados sítios para NtrC). As 
seqüências dos genes que codificam para prolina oxidase, prolina desaminase e 
prolina permease foram analisadas. Dois prováveis sítios de ligação para a 
proteína NtrC-P foram encontrados somente na região promotora do gene que 
codifica a proteína transportadora prolina permease (Figura 7). Nos demais 
genes envolvidos no metabolismo os sítios de ligação para NtrC-P podem não ter 
sido visualizados por terem um consenso diferente do esperado ou ainda porque 
em H.seropedicae podem existir outras enzimas envolvidas no metabolismo de L-
prolina que não foram pesquisadas. Os dados de fisiologia nos sugerem que os 
sítios encontrados na região promotora da prolina permease apesar de diferentes 
do consenso geral podem ser essenciais para ligação de NtrC-P ao DNA e 
conseqüente transporte da L-prolina. 
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Figura 6. Curvas de crescimento de H. seropedicae SMRl (wt) e DCP286 (ntrC). 
Foram utilizadas as fontes de nitrogenio : cloreto de amonio, nitrato de s6dio, L-
alanina, L-serina, ureia ou L-prolina como fonte de nitrogenio na concentrac;ao de 
10 mmoi/L. 0 crescimento foi acompanhado atraves da leitura de densidade 6tica 
das culturas a 550 nm. 
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CGG TTG CCC CTC CTA CGA GCG CAA CAA CGA AGG CGC TTG AGT CCA 
GCT CCG GCT GGC GGC TCC GCC TCT TCC CTG A AAG CAC 
-24 -12 
TGA CAC TCC TGC CCC 
CCC GAT CCG GGC CAC TCG CGG CAG CAC AGC TGT GGT CCC GTC GCG 
ACA GGT GAA AAG TCT TGC CGC AAG CGG CTT TGC GCG CAG AAC TTG 
GGC T AAT GCA CTG CTT TGG TTC GTC GTC CTC TAT TGG GTC ATC 
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Figura 7. Provavel regiao promotora do gene da prolina permease. 
Estao representados em azul os dois provaveis sitios para NtrC-P, 
sublinhado as regioes -24/-12 para o fator cr54 , em verde o sitio RBS 
e em vermelho o codon de inicio da proteina. 
Em sfntese, os resultados obtidos em H. seropedicae revelaram a 
dependencia parcial ou total da protefna reguladora NtrC para o catabolismo da 
un§ia, L-alanina, L-serina e L-prolina. 
3.3 Analise comparativa de proteinas do tipo Nac de H. seropedicae 
Enquanto estavam em andamento os estudos fisiol6gicos com o mutante 
ntrC descrito anteriormente novas buscas no genoma em sequenciamento 
revelaram a presen<;a de mais 2 clones contendo provaveis genes nac. Esses 
clones estao depositados com os numeros HS23-AF-00-000- 107-C09.g e HS03-
FP-00-000-027-B09.b. Por ordem de identifica<;ao os provaveis genes do tipo nac 
foram chamados de nac1, nac2 e nac3 respectivamente aos plasmfdeos 
selecionados do banco genomico.A presen<;a dos outros 2 genes do tipo nac foi 
confirmada ap6s o isolamento do DNA plasmidial e sequenciamento. 
Para verificar se os 3 clones identificados nao se tratavam do mesmo gene 
em "contigs" diferentes ainda nao alinhados, foram pesquisadas no banco 
genomico as ORFs contfguas dos tres genes do t ipo nac em seus respectivos 
"contigs" e atraves do programa Blast (ALTSCHUL eta!., 1997), confirmou-se 
que esses genes estao em regioes distintas no genoma (Figura 8). Portanto 
como as regi5es adjacentes aos denominados genes do tipo nac1, 2 e 3 sao bern 
diferentes, descartamos a possibilidade de erro no ordenamento dos clones. 
A 
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1 2 3 4 n~c1 5 6 7 
I fM.1 1 II I I I II 
1 - Proteina transportadora de aminoAcido 
2- Permease 
3 -AI cool desidrogenase 
4 - Aldeido desidrogenase 
5 - Proteina hipot~tica 




1 2 3 nac2 4 
B I .II II II I I 
6 
I I ••••• • 
1 - Proteina porina 1 kb 
2 - Protefna transmembrana de transporte de metab61itos 
3- Dihidropicolinato sintetase 
4 - Proteina de ativa~ao da hemolisina ou Proteina de secre~ao de peptideo sinal 
5- Hemaglutinina 
6- NMAO- hypothetical protein 
1 2 3 
C II II II 
4 nac3 5 6 
II I I I I II I ...... ... ... ... ...... 
1 - Proteina regulada por ferro 
2- Glicina D-aminoAcido oxidase 
3-Amidase 
4- Permease 
5- Dihidroramnose redutase 
6 - Proteina de peptideo sinal 




Figura 8 . Locallza~ao dos genes tlpo nac e genes adjacentes no genoma de H. 
seropedicae. 
As setas indicam a dire<;ao de t ranscri<;ao e os espa<;os em branco as regioes 
intergenicas. A tamanho relativo dos genese proporcional ao indicador de 1 Kb. 
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3.3.1 Comparação entre as 3 prováveis proteínas do tipo Nac em H. 
seropedicae 
Para um melhor entendimento e identificação mais precisa dos 3 prováveis 
genes do tipo nac, após a tradução dos genes com auxílio do programa Strider 
(DOUGLAS, 1994) as seqüências de aminoácidos foram comparadas entre si e 
entre as proteínas Nac já caracterizadas em outros organismos utilizando o 
programa ClustalW (THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994). 
As comparações revelaram que as prováveis proteínas do tipo Nac em H. 
seropedicae tem 7,8% de identidade e 23,6% de similaridade, como mostrado 
na Figura 9. Esses valores são considerados muito baixos para que sejam 
proteínas homólogas. Ainda mostrado na Figura 9 observamos que as regiões 
com maior identidade e similaridade estão representadas pelo motivo hélice-
volta-hélice (HTH) no fragmento amino terminal. Extensas similaridades fora 
dessa região não são esperadas porque esta é uma característica da família LysR 
(SCHELL, 1993 e HENIKOFF et ai., 1988). Portanto, certamente são proteínas 
que pertencem a família de proteínas LysR, ou seja, esses genes codificam para 
proteínas reguladoras transcricionais do tipo LysR (LTTRs - "LysR Type 
Transcription Regulators"). Os membros dessa família são reconhecidos por 
apresentarem um motivo hélice-volta-hélice na região amino terminal, estão 
relacionadas com um ancestral comum, são enoveladas de maneira similar e não 
estão relacionadas com outras proteínas ativadoras bacterianas, contudo as 
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VENGGVYALLGPYAI ASAVRKNRLKAARI IAPEITRHIALAMSRHGELTLACRTVMQLIK 
VMAGQGIGFSAALPI RKLVREGKLAALPIRDKDMNTLQLEIQSLAGRTLPDAGKGLSQRP 














(Na c2) ELAQDRVDIAGIH-------- - - - - ---- - --------------- - - ----- --------
(Nac3) HCAGSRTALMGRTRRRVTLWRTIEPAWGVGMGACDSVMARVIPGPCKDGSI PVDHSFKER 
(Nac1) RCHR---------------- - - - ---- --- - - ----------------------------
Figura 9. Alinhamento das tres proteinas do t ipo Nac (Nacl, Nac2 e Nac3) de H. 
seropedicae. 
* representa 100% de ldentldade; : 75% e . SO% de slmllarldade respectlvamente. 
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3.3.2 Comparação entre as proteínas do tipo Nac de H. seropedicae com 
proteínas Nac de outros organismos 
As proteínas do tipo Nac de H. seropedicae foram comparadas, 
isoladamente, com as proteínas Nac de K. aerogenes (SCHWACHA e BENDER, 
1993a) e E. coli (MUSE e BENDER, 1998), como mostrado na Tabela 3. 



















Nac E. coli 
X 
Nac K. aerogenes 
80 96 
* Dados do alinhamento demonstram a identidade e similaridade das 
proteínas do tipo Nacl, Nac2 e Nac3 comparadas com Nac em E. coli e K. 
aerogenes. Também são mostradas a identidade e similaridade entre as 
proteínas Nac de E. coli e K. aerogenes. 
A partir destas análises, observa-se que o produto do gene do tipo nacl 
(Nacl), apresentou maior identidade e similaridade com as proteínas Nac de K. 
aerogenes e E. coli em seguida Nac2 e Nac3. A identidade de apenas 16% da 
proteína do tipo Nac3 contrasta com o padrão de identidade entre os membros 
das LTTRs. A maioria dos membros LTTRs apresenta acima de 20% de 
identidade na seqüência de aminoácidos com outro membro da família ou uma 
seqüência altamente conservada na região amino terminal (SCHELL, 1993). O 
alinhamento das proteínas Nac está mostrado nas Figuras 10A, 10B e 10C. 
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A. Alinhamento da proteina do tipo Nacl de H. seropedicae com Nac de 




























MNFRRLKY VDI GSLTQAAEVLHIAQPALSQQVA GELNQQLLI RTKRGVTPTDA 
MNLRRLKY VDI GSLT HIAQPALSQQVATLEGEMDQQLLI RTKRGVTPTEA 
MELRQLRYFVAIVDHGSLS HIAQPALTQQI RQLEDELAAQLLHRSAQGVIATDA 
*: : * : *:*** *** ***::** ********:** : ** . * : *** * : : ** .*:* 
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- QSVDVNAIA PSDYSAIRLRVDEAFSLRRLTAKVIGEI ESIATLTAAIASGM 
- QSVDLTAVAEMNLFLPRDYSA VTEAFTLRRLSAKII GEI ESITTLTAAIASGMGA 



















: : ** .. * ** * *: 
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B. Alinhamento da proteina do tipo Nac2 de H. seropedicae com Nac de 




























---MN~IVDIGSLTQAAEVLHIAQPALSQQVA GELNQQLLI RTKRGVTP 
---MNLRRLKYFVKI VDIGSLTQAAEVLHIAQPALSQQVA GEMDQQLLI RTKR 
ATGMHYAAHKL LGSLSKVALLHGTTQPHI SRQI AELEQQYGGRLFQRNGRGVI P 













TDAGKILYTHARAI LRQCEQAQLAVHNVGQALSGQVSI GFAPGTAASSI TMPLLQAVRAE 
TEAGKILYTiiARTI LRQCEQAQLAVNNVGQTLRGQVSI G GTAASAI TMPLLQTVRNE 
TELGMRVAPRVRAWLATTEQLTNDIQSAAGTPIGRVRMGI LP- SAAHPLVSTLYQQI QQR 
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- GQSVDVNAJA FLPSDYSAIRLRVDEAFSLRRLTAKVI GEI ESIATLTAAIASGMG 
- GQSVDLTAVAEMNLFLPRDYSAVRARVTEAFTLRRLSAKI I GEI ESITTLTAAI ASGMG 
QGPTVPFASLDRLPLVSFCRPNSWRDRLDHLSIEHGITLNVQIEADSLSIQEHLVENGGV 
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P SPQAQAVKELLMSVI SSP 
SARGSLSPQAQAVKEILLSLVSRP 
SRHGELTLACRTVMQLIKELAQDR 
:. : .. * : . : :* 
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C. Alinhamento da protelna do tipo Nac3 de H. seropedicae com Nac de 
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AS GMGATVLPESAARSLCGAANGWMARISTPSMS- LSLSLNMS GSLSPQAQAVKEILL 
MAGQGIGFSAALPIRKLVREGKLAALPI RDKD TLQLEIQSLAGRTLPDAGKGLSQRPH 
:* * * · * * · * · * . * .:: * · *· 
310 320 330 3 40 350 3 60 
I I I I I I 
SVISSPVMEKRQWQLVS----- - - ----------- - - ------ -----------------
SLVSRPSLENRELQLVS- --- - ---------- --------------------------- -
CAGSRTALMGRTRRRVTLWRTIEPAWGVGMGACDSVMARVIPGPCKDGSIPVDHSFKERL 
* . . * *: 
Figura 10. Alinhamento das proteinas tipo Nac de H. seropedicae com proteinas Nac de 
outros organismos. 
Os amlno<kldos com 100% de ldentldade est~o representados por asterlscos, os 
amino<kidos com 75% de similaridade por : e 50% de similaridade por. 
Ec, E. Coli; KA, K. aerogenes; Hs, H. seropedicae 
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3.4 Analise in silica funcional das proteinas do tipo Nac de H. seropedicae 
As sequencias das protelnas do tipo Nac de H. seropedicae foram 
analisadas pelo programa PROSITE (HULO et a/., 2004 ) . As analises 
demonstraram a presen<;a de urn motivo helice-volta-helice (helix-turn-helix) na 
por<;ao central dos 60 reslduos de aminoacidos da regiao N-terminal das 
protelnas do tipo Nac, que eo fragmento mais conservado (Figura 11). Estudos 
demonstraram que os membros L TTRs contem urn motivo helice-volta-helice 
nessa mesma regiao do fragmento N-terminal (SCHELL, 1993 e HENIKOFF eta/., 
1988). 
Esses resultados sugerem que as proteinas do tipo Nac de H.seropedicae 
provavelmente estao envolvidas em processos de liga<;ao ao DNA ativando ou 
reprimindo a transcri<;ao de seus genes alvos. 
A- Nacl 
t--- . --· --· . (296 aa) 
MELRQLRYFVAIVDHGSLSRAARALHIAQPALTQQIRQLEDELAAQLLHRSAQGVIAT (58 residuos ) 
B- Nac2 
(303 aa) 
MHYAAWKLFVEALELGSLSKVALLHGTTQPHISRQIAELEQQYGGRLFQRNGRGVIPT (58 residuos ) 
C- Nac3 
(367 aa) 
LQETAVRYFLEVVRRGSI TEAANTLNVASSAISRQIARLEAELDTPLFERVARGMRPN (58 residuos ) 
Figura 11. Analise das proteinas do tipo Nac1, Nac2 e Nac3 pelo programa PROSITE 
(HULO et at., 2004). 
A sequencia de aminoaddos do fragmento N-terminal e mostrada e os residues 
responsaveis pela ligac;ao ao DNA estao sublinhados. 
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Dados mais recentes de MUSE e BENDER (1999) demonstraram que não 
somente 60 mas sim os 100 aminácidos da região N-terminal da proteína Nac 
contém os determinantes para todas as funções conhecidas da proteína Nac em 
K. aerogenes: ativação da transcrição, repressão da transcrição, ligação sítio-
específico, dimerização e talvez solubilidade. 
Outras características compartilhadas com Nac de E. coli e Nac de K. 
aerogenes estão representadas na Tabela 4 e são características compartilhadas 
entre os membros da família LysR. As proteínas do tipo Nacl e Nac2 apresentam 
semelhanças com Nac de E. coli e K. aerogenes quanto à localização, número de 
resíduos de aminoácidos e massa molecular, sendo essas características 
conservadas dentro da família LysR (SCHELL, 1993). A proteína do tipo Nac3 
apresenta o maior número de resíduos (367) e conseqüentemente maior massa 
molecular, sendo que a grande maioria das proteínas dessa família apresenta em 
média 300 resíduos de aminoácidos (pode variar entre 276 a 350 resíduos). 
Tabela 4. Características das proteínas Nac de E. coli, 








Nacl 296 citoplasmática 32.2 
Nac2 309 citoplasmática 34.3 
Nac3 367 citoplasmática 40.7 
Nac K. aerogenes 305 citoplasmática 33.3 
Nac E. coli 305 citoplasmática 33.3 
3.5 Análise da provável região promotora do gene do tipo nacl em H. 
seropedicae 
3.5.1 Análises in si/ico da região regulatória 
Todas as análises feitas até essa etapa geraram dados de interpretação 
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pouco elucidativos quanto ao envolvimento das proteínas denominadas aqui 
como do tipo Nacl, Nac2 e Nac3 no metabolismo de nitrogênio. A mutagênese 
de uma ou mais delas poderia por análise fisiológica de crescimento indicar se o 
gene mutado é importante para este metabolismo, entretanto ainda assim 
resultados conflitantes poderiam ser de difícil interpretação. Como a mutagênese 
e a confirmação por hibridização são experimentos de maior custo e mais 
elaborados foram feitas outras análises e outros experimentos para esclarecer 
buscar esclarecer o papel desses genes em H. seropedicae. 
Entre os 3 prováveis genes do tipo nac de H. seropedicae, o mais provável 
é o gene nacl como já discutido anteriormente. Por isso ele foi escolhido 
inicialmente para caracterização in silico e de sua provável região promotora. 
A seqüência de nucleotídeos do provável promotor do gene do tipo nacl de 
H. seropedicae está mostrada na Figura 12. 
A proteína Nac em E. coli e K. aerogenes é expressa a partir da ligação da 
proteína NtrC fosforilada a aproximadamente 150 pb a montante do início de 
transcrição do gene nac e a seqüência consenso para ligação de NtrC-P é GCAC-
N5-TGGTGCA. Além disso, é necessária também a ligação do fator a54 que 
reconhece o consenso CTGG-N8-TTGCA nas posições -24/-12 (SCHWACHA e 
BENDER, 1993a). 
A comparação do possível promotor do gene do tipo nacl com outros 
promotores já estudados sugere a presença de dois possíveis sítios de ligação 
para proteína NtrC-P, um possível sítio para o fator a54 e um sítio para o70 
(Figura 12). 
Os dois possíveis sítios encontrados para a proteína NtrC foram alinhados 
com o consenso geral GCAC-N5-TGGTGCA de ligação da proteína NtrC das 
enterobactérias (Figura 13Ae 13B). O primeiro sítio apresenta pouca semelhança 
com o consenso geral, entretanto como são bactérias de grupos diferentes que 
geraram o consenso não se pode descartar a ligação de NtrC-P nesse local. O 
segundo sítio é bem mais conservado e muitas vezes alguns nucleotídeos são 
essenciais para ligação de uma proteína em um dado organismo, mas não em 
outro. Isso só poderá ser confirmado com experimentos bastante específicos de 
ligação da proteína purificada, inicialmente pelo retardamento de migração do 
DNA e depois pela confirmação dos nucleotídeos envolvidos na ligação da 
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protelna em experimentos de ligac;ao ap6s clivagem pela DNasel. 
ACT GCG CCT GGT GAT CGA GCC CGA ATG CGC CGC CAT GGC CGC GCT 
GCG CCG CAA CCG CCA GGA CCT GGA CAG GAT GGA GCG CCT CCT GGA 
AGG GTT CGA AGC GGC CAA CCG GGT GGG CGG CAT CGC CCA CCA TTA 
CGA TTT CGG CTT CCA TGA AGC CAT TGC CAC GGC CAC TGG CAA CCT 
GCG CTT CGT GCA GGT GAT GAA GAC GCT GGA ATA CGA TGT CAG CCA 
TGC CGT CAA CAT GCT GCG CCA CCT GAT GCA TAT CGC GCC CTG GAA 
1 NtrC ? 
CGC C rr GGA CGA GCA CCG CCA GAT CTT CGA GCT 
GAT CCG CGT GCA AGA CGC CGA AGG GGC GCG CCG CGC CAT GCG CGG 
-35 -24 
TAG TCG GCC GGG 
ATT GTA GAT TGT AAA TAA TAC TGA CAA CTT GCT TTA CAG CGA CGC 
CAG ACA CCC GAT ACC CGA TAT GCC CGC T GAA 
M E 
TTA CGC CAA CTG CGC TAC TTC GTC GCC ATC GTC GAT CAC GGC TCG 
L R Q L R Y F V A I V D H G S 
Figura 12. Sequencia de nucleotideos do provavel promotor do gene do 
tipo nac1 . 
Ap6s o ATG esta traduzida uma parte da sequencia de aminacidos. 
Em amarelo destaca-se urn possivel consenso para o fator cr70, em 
azul os dais provaveis sitios para NtrC-P, sublinhado um possivel sitio 
para o fator cr54, em verde o sitio de liga<;ao do ribossomo (RBS) e 
em vermelho o codon de inicio (ATG). 
A 
Sitio 1 NtrC-P H.s. 
Consenso geral NtrC-P 
B 
Sitio 2 NtrC-P H.s. 






**** **- *- -* 
Figura 13. Comparac;oes do sitio consenso de ligac;ao da 
proteina NtrC com os sitios 1 e 2 encontrados na suposta 
regiao promotora do gene do tipo nacl de H. seropedicae 
(H.s. ). * nucleotideos identicos; - nucleotideos diferentes. 
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A regiao consenso para o fator cr70 e caracterizada por TGGACA -N13/17-
TATAAT. 0 sftio encontrado no provavel promotor do gene do tipo nac1 de H. 
seropedicae apresentou urn espac;amento de 16 nucleotideos e as regioes -35/-
10 bastante similares (Figura 14). A presenc;a desse provavel sitio para o fator 
cr70 e contrastante com observado em K. aerogenes e E. coli (SCHWACHA e 
BENDER, 1993a; MUSE e BENDER, 1998) nos quais nenhum sftio de ligac;ao para 
cr70 foi encontrado na regiao promotora do gene nac. 
Sitio cr70 H.s. TCGGCC -N16- AATAAT 
Consenso geral cr70 TGGACA-N13/17-TATAAT 
*- *- *- - ***** 
Figura 14. Comparac;ao do sitio consenso cr70 com o sitio 
encontrado na suposta regiao promotora do gene do tipo 
nacl de H. seropedicae (H.s. ) . * nucleotideos idendicos; -
nucleotideos diferentes. 
0 provavel sitio para o fator cr54 encontrado na regiao promotora do gene 
do tipo nac1 foi alinhado com o consenso CTGG-N8-TTGCA de ligac;ao para o 
fator cr54 e esta mostrado na Figura 15. Os nucleotideos nas posic;oes -24/-12 GG 
e GC sao conservados no consenso geral. Em H. seropedicae a sequencia 
apresenta urn espac;amento ideal (10 nucleotideos entre as posic;oes -24 e -12) e 
alguns nucleotfdeos importantes sao conservados. Entretanto em o par GC esta 
substitufdo por GT e alterac;oes nessas posic;oes podem reduzir a ligac;ao da 
RNAP- cr54 (MERRICK, 1993). 
Sitio cr54 H.s. 
Consenso geral cr54 
CGGG-NS-TTGT A 
CTGG-NS-TTGCA 
*-** *** -* 
Figura 15. Comparac;ao do sltio consenso cr54 com o sitio 
encontrado na suposta regiao promotora do gene do tipo 
nacl de H. seropedicae (H.s. ) . * nucleotideos identicos; -
nucleotideos diferentes. Em vermelho esta mostrada a 
substituic;ao C por T. 
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MUSE e BENDER (1998) observaram que a seqüência da região promotora 
de nac em E. coli é bastante diferente da região correspondente do gene nac em 
K. aerogenes, exceto nas regiões onde ocorre ligação das proteínas regulatórias 
NtrC-P e Nac e do fator o54 da RNA polimerase. Os autores ainda demonstraram 
que existe consenso para ligação da proteína Nac (ATA-N6-TNGTAT) no promotor 
do gene nac em E. coli em posição bastante similar àquela em K. aerogenes 
(localizada a 76 pares de base a montante do início de transcrição). 
Outro fator contrastante na região promotora do gene do tipo nacl em H. 
seropedicae é que não foi encontrado nenhum possível consenso para ligação da 
proteína Nac. Portanto, não ficou claro se a provável proteína do tipo Nacl em H. 
seropedicae é autoregulatória como em E. coli e K. aerogenes. 
A análise da provável região promotora do gene do tipo nacl foi pouco 
esclaredora sobre quais são os fatores essenciais para a transcrição do provável 
gene do tipo nac em H. seropedicae. Para melhor esclarecimento de expressão 
desse provável promotor foram feitos experimentos de fisiologia como descrito a 
seguir. 
3.5.2 Subclonagem do fragmento de DNA contendo a provável região 
promotora do gene do tipo nacl de H. seropedicae 
Como demonstrado anteriormente (Tabela 3) a proteína do tipo Nacl 
apresenta maior similaridade com Nac de E. coli e K. aerogenes. E tem, apesar 
de pouco conservados, sítios consensos de ligação para proteína NtrC. 
Para avaliar a provável ativação do gene do tipo nacl em H. seropedice 
pela proteína NtrC, uma parte da região a montante de nacl contendo os sítios 
de ligação para transcrição foi subclonada em vetor de transcrição contendo o 
gene repórter da 0-galactosidase sem promotor. 
O mapa de restrição do gene tipo nacl e provável região promotora 
contido no vetor pUC19R estão representados na Figura 16. Esse plasmídeo foi 
digerido com a enzima de restrição HincII liberando um fragmento de 0,6 kb que 
corresponde ao provável promotor deste gene (Figura 17). Essa estratégia foi a 
única possível para clonar a região de estudo. Os prováveis sítios de ligação para 
NtrC estão presentes nesse fragmento. 
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pnac (0,6 kb) 1.5 Kb 
A ~ 
( '\( \ 
EcoRV tga Hi neil 
Kpn Hi nell atg Hi nell I I Pstl 
5' I I 3' 
Figura 16. Mapa de restri~o do gene do tipo nac1 obtido do banco de dados de H. 
seropedicae. Em azul esUio representadas partes do sitio de policlonagem do vetor 
pUC19R. Em amarelo a provavel regiao promotora, em verde ogene do tipo nacl e em 
cinza o restante do inserto donado no vetor. 0 inicio e o termino do gene estao 
mostrados atg e tga respectivamente. Importante observar que o fragmento de 0,6 kb 
tern um sitio EcoRV que foi utilizado posteriormente. 
1 2 
______. 2,6 Kb vetor pUC19R 
______. 1,5 Kb parte do gene do tipo nac1 eo 
restante do inserto clonado 
______. 0,6 Kb fragmento de interesse pnac1 
e a parte 5' do gene nac1 
Figura 17. Perfil de restri~o do plasmideo pHS24 com a enzima Hincll 
1 - 1 Kb ladder 
2 - plasmfdeo pHS24 dlgertdo com Hlncll llberando tr~s fragmentos. 
Para a construc;ao da fusao pnac1-lacz, foram realizadas duas etapas de 
clonagem. Como descrito (item 2.16) o fragmento 0,6 Kb (pnac1} do gene tipo 
nac1 foi isolado e ligado no sitio Smal do vetor pTZ18R (as pontas HincH e 
Smai sao cegas) esquema na Figura 18. 
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A clonagem do pnacl no vetor pTZ18R originou o plasmfdeo pFRAL 
confirmada atraves do perfil de restri<;ao com as enzimas EcoRl, EcoRV, Psti e 
Nsii (Figura 19). Foi feita tambem confirmac;ao por sequenciamento utilizando 
iniciadores reverse e universal. As analises do perfil eletroforetico e o resultado 
do sequenciamento confirmaram a orientac;ao do inserto no vetor facilitando a 













Figura 18. Esquema representativo da primeira etapa de clonagem para fusao pnac1-
/acZ. 0 fragmento de 0,6 kb liberado ap6s digestao com Hincn (pontas cegas) do 
plasmideo pHS24, o qual contem ogene do tipo nac1 e sua regiao promotora (pnacl), 
foi clonado no sitio Smai (pontas cegas) da regiao de policlonagem do vetor pTZ18R 
gerando o plasmideo pFRAL. 
0,6 Kb 
260 pb 
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EcoRJ 
___.Nsif 
p F RA L. E&DXY _,.. '[llt/Se 
Figura 19. Perfil de restri~ao do plasmideo pFRAL. 0 esquema representativo do 
plasmideo com os sitios de restri~io tambem sao indicados. 
1 - 1 Kb ladder 
2 - pFRAL I EcoRI e Pstl 
3 - pFRAL I EcoRI e EcoRV 
4- pTZ18R 1 Nsl1 controle (nao digerido por nao ter o sitio para esta enzima) 
5 - pFRAL 1 Ns!I 
A partir desse resultado foi escolhido o vetor de transcri~ao pMP220 
(SPAINK et a/., 1987) para que a c/onagem subsequente fosse orientada no 
sentido correto de transcri<;ao do gene da p - galactosidase. 
Para a fusao /acZ, o vetor de fusao transcricional pMP220 e o plasmideo 
pFRAL digeridos separadamente com as enzimas EcoRI e Pstl e entao ligados 
aleatoriamente ("shut gun") resultando no plasmideo pCLG25 (Figura 20). Ap6s 
a transformac;ao foram selecionados quatro possiveis transformantes para 
analise do perfil de restric;ao com as enzimas EcoRI e Psti (Figura 21A). 0 
plasmideo pCLG25 tambem foi digerido com a enzima Nsl1 cujo sitio s6 esta 
presente no fragmento pnac1 (Figura 218). 
TrR 









Figura 20. Fragmento pnac1 (EcoRI e Pstl) donado no vetor de transcri9io pMP220. Essa 
figura o fragmento pnacl clonado no vetor de transcrir;ao pMP220. As setas indicam a 
orienta<_;ao do fragmento igual ao gene da I} - galactosidase. 











A - Perfil de restri~io do DNA plasmidial de 4 possiveis clones. 
1 a 4 -plasmldeos dlgerldos com EcoRI e Psti, llberando o lnserto clonado de 0,6 Kb e o 
vetor pMP220 de 10,5 kb. 
5 - 1 Kb ladder 
B - Confirma~io dos clones quanto ao perfil de restri~o. 
1 e 2 - pCLG25 nao digerido 
3 e 4 - pCLG25 1 Nsl1 - o sitio Nsl1 esta contido no fragmento clonado. 0 tamanho do 
fragmento (aprox. 11,1 Kb) corresponde ao inserto pnac1 mais o vetor pMP220 {10,5 Kb). 
5 - 1 Kb ladder 
0 esquema do plasmideo pCLG25 com os sitios de restri~ao esta mostrado. 
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3.5.3 Analise da expressao do promotor pnacl: avalia~ao da atividade 
espedfica de 13- galactosidase 
0 plasmideo pCLG25 foi transformado em celulas de H. seropedicae 
estirpes selvagens (SMR1) e ntrC (DCP286A) e medida a atividade da enzima 13-
galactosidase para avaliar a ativac;ao do promotor na celula hospedeira. Essas 
analises foram realizadas em diferentes condic;oes de nitrogenio no meio (2 
mmoi/L de am6nio, 20 mmoi/L de am6nio, 5 mmoi/L de glutamato). Foram 
determinadas as atividades de 13 - galactosidase nas estirpes SMR1 e DCP286A 
sem plasmldeo, com pMP220 e com pCLG25. 
Os resultados das atividades estao mostrados na Figura 22. A estirpe 
SMR1 sem plasmideo ou contendo o plasmideo pMP220 nao apresentaram 
atividade de 13 - galactosidase significativa. SMR1 contendo o plasmfdeo pCLG25 
cultivada em 20mmoi/L ou 2 mmoi/L de am6nio ou 5 mmoi/L de glutamato 
apresentou atividade de p-galactosidase, demonstrando que o fragmento clonado 
que corresponde ao pnac1 apresenta atividade promotora. 
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Figura 22. Atividade especifica de fl - galactosidase da estirpe SMRl de H. 
seropedicae. Os valores sao representativos de 3 repeti~oes independentes. 
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As atividades específicas na estirpe SMR1 variaram de acordo com as 
condições de crescimento. As estirpes cultivadas em 20 mmol/L de cloreto de 
amónio apresentaram a maior atividade em relação às condições de baixo 
amónio (2 mmol/L) ou 5 mmol/L de glutamato. Esse resultado é contrastante 
com aqueles já descritos para bactérias entéricas, onde o promotor do gene nac 
é controlado pela disponibilidade de nitrogênio no meio. Na presença de íons 
amónio NtrC é inativado por NtrB e portanto o gene nac não é transcrito a partir 
de -24/-12. Por outro lado em condições de baixo amónio no meio o promotor 
do gene nac é ativado pela proteína NtrC fosforilada e pelo fator a54 da RNA 
polimerase (SCHWACHA e BENDER, 1993a). Em experimentos com componentes 
purificados de K. aerogenes, a transcrição do promotor nac inicia-se pela forma 
ativada da proteína NtrC em contato com o fator a54 da RNA polimerase com a 
formação de uma dobra na DNA (DNA looping) (FENG et ai., 1995a). A 
transcrição do gene nac nesse organismo requer a presença de uma quantidade 
maior da proteína NtrC ativada do que para a ativação de glnAp2 indicando que o 
promotor nac é ativado somente em altas concentrações de NtrC-P, uma vez que 
o produto resultante desta ativação é útil em condições limitantes de nitrogênio 
no meio (FENG et al., 1995a). Os genes n/7LA de K. peumoniae também são 
ativados somente em altas concentrações de NtrC-P quando a disponibilidade de 
nitrogênio no meio é bastante baixa (ATKINSON et al., 2002). Esses mesmos 
autores descreveram que em E. coli quando as células são submetidas a 
transições de alta para baixa condição de amónio no meio, a quantidade de 
proteína NtrC-P é significativamente aumentada para ativar os genes glnA, glnK 
e nac, onde a quantidade de NtrC-P para ativar nac é maior do que a 
concentração requerida para ativar glnAp2, concordando com os resultados de 
FENG et al. (1995a). 
A estirpe DCP286A teve o gene ntrC mutagenizado com transposon Tn5-
B20 (PERSHUN et al., 2000). Esse transposon possui o gene da 0 - galactosidase 
e possui atividade baixa porém constitutiva. 
O plasmídeo pCLG25 foi introduzido na estirpe DCP286A e em todas as 
condições de crescimento a atividade foi igual ou pouco superior a atividade 
basal da estirpe controle com o plasmídeo pMP220 não sendo possível observar 
se existia ou não regulação pela ausência de NtrC. Esses resultados não 
Resultados e Discussao 65 
conclusivos nao foram mostrados nesse trabalho. 
Em paralelo foi avaliada a atividade promotora de pnac1 em meio NFbHP 
solido suplementado com 1 mmoi/L ou 20 mmoi/L de cloreto de amonio eX-gal 
com a estirpe SMR1 de H. seropedicae. 
Os resultados obtidos nas placas confirmam os resultados da atividade 
espedfica da f3-galactosidase em H. seropedicae como mostra a Figura 23. Como 
controles em A e B e mostrado o crescimento da estirpe SMR1 sem plasmideo e 
C e D SMR1 com plasmldeo pMP220 sem inserto e com o plasmldeo pCLG25. 
0 cultivo com 1 mmoi/L de cloreto de amonio (Figura 23 C) mostrou que a 
estirpe selvagem SMR1 (pMP220) tern uma atividade basal, por isso as colonias 
ficaram levemente azuis. Ainda na Figura 23 C 2, 3 e 4, o cultivo mostrou que a 
estirpe SMR1 (pCLG25) apresentou colora<;ao azul bern definida indicativa de 
atividade de f3 - galactosidase da fusao. 0 cultivo de SMR1 (pMP220) em 20 
mmoi/L de cloreto de amonio (Figura 23 D1), apresentou uma colora<;ao de 
fundo (colora<;ao basal) superior em rela<;ao a condi<;ao de baixo amonio (1 
mmoi/L) provavelmente devido ao maior numero de celulas que cresceram. As 
estirpes contendo o plasmldeo pCLG25 apresentaram colonias de colora<;ao azul 
com maior intensidade quando comparado com o crescimento em 1 mmoi/L de 
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Figura 23. Visualiza~ao da atividade ~-galactosidase pela degra~o do substrato X-gal. 
Estirpes H. seropedicae SMR1 (wt) ou contendo plasmideos pMP220 (controle) ou 
pCLG25 crescldas em melo NFbHP malato contendo X-gal e 1 mmo(/L ou 20 
mmo(/L de cloreto de amonio. 
Os resultados de fisiologia sugerem que o fragmento clonado no vetor 
pMP220 apresenta atividade de promotor produzindo a enzima beta 
galactosidase determinada quantitativamente (Figura 22) e qualitatjvamente em 
placa (Figura 23). As atividades mais altas ocorrem na presen~a de ions amonio 
no meio e nessas condi~oes NtrC esta inativo (defosforilado). Em baixo amonio a 
atividade e signifrcativamente menor. Portanto esse gene nao e ativado pela 
disponibilidade da proteina NtrC fosforilada em baixo amonio no meio. 
Alem disso, considerando a presen~a das regioes intensifrcadoras de 
liga~ao para NtrC mostrados na figura 12 pode-se ainda cogitar uma regula~ao 
negativa e dependente da disponibilidade de nitrogenio do gene do tipo nac1. 
Nesse caso, em baixa disponibilidade de amonia no meio haveria ativa~ao da 
proteina NtrC para sua forma fosforilada e nessa forma poderia haver a liga~ao 
no(s) sitio(s) e ocorreria o impedimenta da transcri~ao do gene do tipo nac1 que 
normalmente seria transcrito pela RNA polimerase contendo o fator cr70• Nesse 
caso a atividade p- galactosidase apresentou-se baixa. 
Na presen~ de alta concentra~o de ions amonio, a protelna NtrC nao 
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está fosforilada e conseqüentemente o(s) sítio(s) NtrC não estaria(am) 
ocupado(s) e o gene seria ativado livremente pelo fator a70 da RNA polimerase. 
De qualquer modo o promotor em estudo regulado ou não por NtrC não 
apresentou as características necessárias para que a proteína produzida ativasse 
genes essenciais para condições de assimilação de outras fontes de nitrogênio. 
Em síntese, os resultados obtidos em H. seropedicae revelaram a 
dependência parcial ou total da proteína reguladora NtrC para o transporte e/ou 
catabolismo da uréia, L-alanina, L-serina e L-prolina. 
Os dados da análise funcional feita por programas no computador (item 
3.4) das prováveis proteínas do tipo Nac e o estudo da região promotora do gene 
do tipo nacl não mostraram claramente dependência de NtrC-P para a expressão 
desse gene. 
Os experimentos de fisiologia usando o clone contendo o provável 
promotor do gene do tipo nacl confirmaram que NtrC-P não é um ativador desse 
gene e a hipótese de atuação de NtrC como um eventual repressor teria que ser 
mais estudada. 
Nossos resultados mostram que os genes do cipo nacl, nac2 e nac3 
provavelmente codificam proteínas com funções completamente diferentes das 
proteínas Nac já estudadas e talvez sem envolvimento com o metabolismo de 
nitrogênio em H. seropedicae. 
Certamente os produtos desses 3 genes são proteínas do tipo HTH como 
discutido anteriomente isto devido a maior percentagem de similaridade e 
identidade na região N-terminal nas 3 proteínas o que é característico da família 
LysR. Entretanto a parte restante da proteína tem baixa identidade e similaridade 
quando comparamos as proteínas Nac dos organismos entéricos. 
Portanto, com os dados até aqui obtidos propomos um modelo de 
regulação (Figura 24) sujeito a estudos posteriores para sua confirmação ou 
ampliação. Esse modelo tenta explicar a longa fase lag de crescimento das 
estirpes DCP286A em uréia e L-serina. A ausência de crescimento em L-prolina 
além do modelo deve envolver a necessidade de NtrC-P para o catabolismo. 
A figura 24 A mostra um modelo proposto para a estirpe selvagem 
(SMR1) de H. seropedicae. A estirpe selvagem inicialmente capta lentamente a 
fonte alternativa de nitrogênio (na ausência de amónio) através de uma 
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permease inespecífica. Enquanto isso a proteína NtrC fosforilada ou outro 
ativador dependente de NtrC pode ativar a transcrição de uma permease 
específica que age rapidamente na captação da fonte disponível. 
Simultaneamente, uma segunda proteína, a proteína X, pode também ter sua 
transcrição dependente da fonte disponível ou ser transcrita constitutiva mente. 
Com o acúmulo da fonte de nitrogênio dentro da célula, a proteína X reconhece e 
interage com essa molécula e dessa forma a proteína X ligada ao seu cofator 
(fonte alternativa de nitrogênio) atua rapidamente na ativação dos genes 
(ativação induzida) envolvidos na captação específica (permease específica) da 
fonte disponível. 
A Figura 24 B mostra o modelo para a estirpe ntrC mutante de H. 
seropedicae DCP286A. O lento crescimento da estirpe DCP286A na fonte 
alternativa de nitrogênio em estudo pode decorrer da lenta captação inicial da 
fonte disponível somente através da permease inespecífica. Na ausência da 
proteína NtrC a captação via permease específica da fonte de nitrogênio se torna 
mais lenta devido à falta de ativação do gene dessa permease (direta ou 
indiretamente dependente de NtrC-P) que atuaria na rápida captação da fonte 
disponível. 
A proteína NtrC pode também estar envolvida na ativação de algum gene 
responsável pelo catabolismo de L-serina e L-prolina, não mostrado no esquema, 
o que explicaria o baixo ou a ausência total de crescimento da estirpe DCP286A 
em meio contendo L-serina ou L-prolina respectivamente. 
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Figura 24. Modelo de regula~o proposto para utiliza~o de fontes alternativas de 
nitrogenio em H. seropedicae estirpes SMR1 e DCP286A. 
Em amarelo, permease inespedfica; em azul, permease espedfica; em branco, 
fonte alternativa de nitrogemio; em vermelho: protefna X ativadora de transcric;ao 
dependente do tipo de fonte de nitrogenio. 
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4 - CONCLUSÕES 
1- NtrC-P facilita a utilização de uréia e L-alanina tornando rápida a 
incorporação e a utilização desses compostos como fontes de nitrogênio. 
Isto implica que algumas fontes de nitrogênio alternativas podem ser 
utilizadas, mesmo que mais lentamente, independente de NtrCP 
garantindo a manutenção do crescimento da cultura. 
2- Ao oposto para alguns compostos nitrogenados como L-serina e L-prolina 
NtrC-P é essencial para o crescimento da cultura. 
3- Existem no genoma de H. seropedicae três genes que codificam proteínas 
identificadas, através do programa Blast, como ortólogas as Nac de K. 
aerogenes e E. coii. 
4- O provável promotor da proteína a Nacl que possui maior similaridade 
com as proteínas Nac de organismos entéricos é expresso na presença de 
íons amónio, portanto provavelmente não dependente de NtrC-P. 
5- As proteínas identificadas como Nac de H. seropedicae pertencem à família 
de proteínas LysR e suas funções ainda são desconhecidas, entretanto seu 
envolvimento no metabolismo de nitrogênio é pouco provável. 
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